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Abku¨rzungsverzeichnis
2-VO Two-Vessel-Occlusion, Zwei-Gefa¨ß-Verschluss
4-VO Four-Vessel-Occlusion, Vier-Gefa¨ß-Verschluss
A. Arteria
Aa. Arteriae
ADP Adenosindiphosphat
ALS Advanced Life Support, erweiterte lebensrettende Maßnahmen
AMP Adenosinmonophosphat
AMPA α-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-phosphonic Acid, Aminomethylphosphonsa¨ure
ATP Adenosintriphasphat
AUC Area under the Curve, Fla¨che unter der Kurve
BDNF Brain-Derived Neurotrophic Factor, vom Gehirn stammender neurotropher Faktor
BL Baseline, Ausgangslinie
CA1-3 Region 1-3 im im Ammonshorn (Cornu ammonis) des Hippokampus
CO2 Kohlenstoffdioxid
DAPI 4’,6-Diamidin-2-phenylindol
DNA Desoxyribonukleinsa¨ure
EKG Elektrokardiogramm
EGF Epidermal Growth Factor, epidermaler Wachstumsfaktor
EPO Erythropoetin
ERC European Resuscitation Council, Europa¨ischer Wiederbelebungsrat
FGF-2 Fibroblast Growth Factor-2, Fibroblasten-Wachstumsfaktor 2
GABA gamma-Aminobutyric Acid, γ-Aminobuttersa¨ure
GFAP Glial Fibrillary Acidic Protein, saures Gliafaserprotein
G-CSF Granulocyte-Colony Stimulating Factor, Granulozyten-Kolonie stimulierender Faktor
HLA I Human Leukocyte Antigen I, Histokompatibilita¨tsantigen I
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Iba1 Ionized calcium binding adaptor molecule 1
ICD implantierbarer Kardioverter-Defibrillator
ICAM-1 Intercellular Adhesion Molecule 1, interzellula¨res Adha¨sionsmoleku¨l 1
IL-1β Interleukin 1β
IL 8 Interleukin 8
LR LadderRung
MAP Mean Arterial Pressure, mittlerer arterieller Druck
MCP-1 Monocyte Chemoattractent Protein 1, Monozyten-chemoattraktives Protein 1
MEZ Medizinisch-Experimentelles Zentrum der Universita¨t Leipzig
MSC mesenchymale Stammzellen
N20 Distickstoffmonoxid, Lachgas
NeuN Neuronal Nuclei, lo¨sliches Protein, mittlerweile identifiziert als FOX-3
NDS Neurologic Deficit Score, Neurologische Defizitskala
NMDA N-Methyl-D-Aspartat
NFκB Nuclear Factor-κB, Kernfaktor κB
NSE Neuronenspezifische Enolase
OF Open-Field-Test
OR Object-Recognition-Test
PBS Phosphate Buffered Saline, phosphatgepufferte Salzlo¨sung
PAF Platelet-Activating Factor, pla¨ttchenaktivierender Faktor
RAM Radial-Arm-Maze
RNA Ribonukleinsa¨ure
SHR Spontaneously Hypertensive Rat, spontan-hypertensive Ratte
SCF Stem Cell Factor, Stammzellfaktor
SIRS Systemic Inflammatory Response Syndrome, systemische Entzu¨ndungsreaktion
TNFα Tumor Necrosis Factor α, Tumornekrosefaktor α
TUNEL TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling
V. Vena
Vv. Venae
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1 Einfu¨hrung
Unser selbststa¨ndiges Leben wird erst durch unser Gehirn ermo¨glicht, welches die kom-
plexen Funktionen unseres Organismus koordiniert und an die jeweiligen Gegebenheiten
anpasst. Es verwundert daher nicht, dass das Gehirn eines der am besten durchbluteten
Organe unseres Ko¨rpers ist. Wird die Blutversorgung unterbrochen, ko¨nnen die Nervenzel-
len aufgrund der akuten Hypoxie nur wenige Minuten u¨berleben. Je nach Ausdehnung des
gescha¨digten Areals kommt es zu Funktionseinschra¨nkungen in den Regelkreisla¨ufen und
somit im Gesamtorganismus. Ursa¨chlich fu¨r solche Ischa¨mieereignisse sind neben fokalen
Durchblutungssto¨rungen im Sinne eines Apoplex auch globale Minderdurchblutungen, wie
sie im Rahmen von Sto¨rungen im Herz-Kreislauf-System auftreten.
In Europa und Nordamerika belegen Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems den
ersten Rang in der Todesursachenstatistik. So erleiden in Europa pro Jahr etwa 38 von
100.000 Personen einen Herz-Kreislauf-Stillstand. Von diesen Patienten u¨berleben 10,7 %.
Hochgerechnet auf die europa¨ische Bevo¨lkerung entspricht dies etwa 275.000 Menschen
mit einem Herz-Kreislauf-Stillstand pro Jahr, von denen etwa 29.000 u¨berleben (Stand
2004) [1]. Dem Kreislaufstillstand ko¨nnen verschiedene Herzrhythmussto¨rungen zugrunde
liegen. Dabei wird in nicht defibrillierbare Rhythmen, wie Asystolie und pulslose elektri-
sche Aktivita¨t, sowie defibrillierbare Rhythmen wie beispielsweise Ventrikelflimmern un-
terteilt. Wie der Name bereits suggeriert, ko¨nnen defibrillierbare Herzrhythmussto¨rungen
durch eine Depolarisation der Herzmuskelzellen prinzipiell beendet werden. Anschließend
besteht fu¨r die Schrittmacherzellen wieder die Mo¨glichkeit, einen regelma¨ßigen Schlag-
rhythmus zu beginnen. Aufgrund dieser Therapiemo¨glichkeit liegt die U¨berlebensrate von
Patienten mit Ventrikelflimmern bei 21,2 % und damit wesentlich ho¨her als der beschrie-
bene Durchschnitt von 10,7 %. Ventrikelflimmern wird mit einer Inzidenz von etwa 17
auf 100.000 Einwohnern, also bei knapp der Ha¨lfte aller von einem Herzkreislaufstillstand
betroffenen Personen, als erster Rhythmus abgeleitet.
Die Inzidenz eines Herz-Kreislauf-Stillstandes in den Vereinigten Staaten von Ame-
rika entspricht mit 55 von 100.000 Einwohnern etwa den europa¨ischen Daten und betrifft
circa 154.800 Personen pro Jahr. Von den Betroffenen u¨berleben etwa 8,4 % bis zur Entlas-
sung aus dem Krankenhaus. Ventrikelflimmern tritt mit einer Inzidenz von 21 auf 100.000
Personenjahren auf [2]. Auch in dieser Studie lag die U¨berlebensrate nach Ventrikelflim-
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mern mit 17,7 % deutlich ho¨her als bei anderen zuerst im Elektrokardiogramm (EKG)
detektierten Rhythmen.
Neben den als ursa¨chlich beschriebenen Herzrhythmussto¨rungen ko¨nnen zerebrale
Ischa¨mien auch iatrogen verursacht werden, beispielsweise bei der chirurgischen Rekon-
struktion angeborener Herzla¨sionen oder der Aorta thoracica. Auch bei verha¨ltnisma¨ßig
kleinen Eingriffen, wie der Implantation eines Kardioverter-Defibrillators (ICD), konnte
eine Erho¨hung von Markern fu¨r eine zerebrale Scha¨digung wie die Neuronenspezifische
Enolase (NSE) und Protein S-100 nachgewiesen werden [3].
1.1 Pathophysiologie
Aufgrund der beschriebenen großen Bedeutung zerebraler Ischa¨mien stehen die Scha¨di-
gungsmechanismen wa¨hrend und nach solch einem Ereignis, sowie Mo¨glichkeiten zu deren
Durchbrechung und Abmilderung im Fokus wissenschaftlicher Untersuchungen, um die
verha¨ltnisma¨ßig niedrigen U¨berlebenschancen der betroffenen Patienten zu steigern. Die
bisher bekannten Mechanismen wurden in U¨bersichtsarbeiten u. a. von Michael T. Froeh-
ler und Romergryko G. Geocadin fu¨r die globale Ischa¨mie nach einem Herz-Kreislauf-
Stillstand und Ulrich Dirnagl et al. fu¨r die fokale Ischa¨mie nach einem Schlaganfall zu-
sammengefasst [4] [5].
Bei der pathophysiologischen Betrachtung von Patienten nach einem Herz-Kreislauf-
Stillstand werden zwei Phasen der Scha¨digung unterschieden: Die Phase der Ischa¨mie und
die der Reperfusion.
Das Gehirn bezieht seine Energie fast ausschließlich aus der oxidativen Phospho-
rylierung von Glukose. Dazu wird es jede Minute mit 50 ml Blut pro 100 g Gewebe
perfundiert und verbraucht 3 ml Sauerstoff pro 100 g Hirnmasse, was in etwa 15 %
des Gesamtbedarfs des Ko¨rpers entspricht [6]. Diese essentielle Versorgung mit Sauer-
stoff und Glukose u¨ber das Blut wird bei einer Ischa¨mie unterbrochen. Die Synthese
neuer Energiespeichermoleku¨le, wie Adenosintriphosphat (ATP), stagniert. Da keine ef-
fektive Energiereserve besteht, sind bereits nach vier Minuten die im Gehirn vorhandenen
ATP-Moleku¨le aufgebraucht. ATP-abha¨ngigen Ionenpumpen, insbesondere die Natrium-
Kalium-Adenosintriphosphatase, ko¨nnen ihre Funktion nicht aufrechterhalten. In den
Neuronen reichern sich Natriumionen an, wa¨hrend extrazellula¨r die Kaliumkonzentra-
tion ansteigt. Dies fu¨hrt zu einer Depolarisation der Zellmembran. Diese Depolarisation
verursacht einen Einstrom von Chloridionen in die Zelle, denen Wassermoleku¨le folgen.
Dies bewirkt eine Schwellung des Neurons, welche einerseits zum Tod der einzelnen Zelle
und andererseits zum Hirno¨dem fu¨hrt. Durch das O¨dem steigt der intrazerebrale Druck,
der durch Kompression der Blutgefa¨ße die Perfusion des Gehirns vermindert und zur Her-
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niation fu¨hren kann. Aufgrund der hohen intrazellula¨ren Natriumkonzentration und des
Energiedefizits kann zudem der Natrium-Kalzium-Austauscher nicht effektiv arbeiten, so-
dass die intrazellula¨re Kalziumkonzentration ansteigt. Kalzium hemmt die mitochondriale
Atmung und fu¨hrt damit zu einem, neben dem bereits durch die Ischa¨mie verursachten,
zusa¨tzlichen Energiedefizit. Daru¨ber hinaus aktiviert die Depolarisation der Zellmem-
bran spannungsabha¨ngige Kalziumkana¨le, was einen weiteren Einstrom von Kalziumio-
nen in die Zelle zur Folge hat. Ein erho¨hter intrazellula¨rer Kalziumspiegel verursacht
außerdem die Freisetzung des exzitatorischen Transmitters Glutamat, der durch die Akti-
vierung von N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptoren den Kalziumeinstrom versta¨rkt.
Dadurch wird wiederum eine Glutamatfreisetzung ausgelo¨st. Durch die Defizite in der
Energieversorgung kann die energieverbrauchende Aufnahme von Glutamat aus dem In-
terzellula¨rraum in die Astrozyten nicht mehr durchgefu¨hrt werden, sodass es zu einer
zusa¨tzlichen Anreicherung kommt. Glutamat aktiviert u. a. α-Amino-3-hydroxy-5-methyl-
4-isoxazol-Propionsa¨ure (AMPA)-Rezeptoren, wodurch weitere Natrium- und Chloridio-
nen in die Zellen gelangen, welchen wiederum Wassermoleku¨le folgen und die bereits
beschriebenen Mechanismen weiter versta¨rken. Das unterschiedliche Scha¨digungsmuster
innerhalb des Gehirns nach einer Globalischa¨mie wird durch die unterschiedliche Emp-
findlichkeit auf Glutamat verschiedener Hirnregion erkla¨rt. Die Region 1 im Ammonshorn
(Cornu ammonis, CA1) erha¨lt beispielsweise viele glutamaterg vermittelte Informationen,
was sie anfa¨lliger fu¨r den exzitotoxischen Zelltod aufgrund des Einstroms von Kalziumio-
nen macht.
Ein anderer Scha¨digungsmechanismus der hohen intrazellula¨ren Konzentration von
Kalzium besteht in der Aktivierung von Calpainen, einer Enzymgruppe, welche sowohl
u¨ber eine Inhibierung der Proteinsynthese als auch u¨ber den Abbau von Proteinen des
Zytoskeletts den Zelltod mit verursacht.
Enzyme der Lipolyse wie z. B. Phospholipase C und A werden durch den Zusam-
menbruch des Kalziumionengradienten wa¨hrend der Ischa¨miephase ebenfalls aktiviert. Die
dabei entstehenden freien Fettsa¨uren, wie beispielsweise die Arachidonsa¨ure, akkumulie-
ren. An dieser Stelle verbindet sich der Scha¨digungsmechanismus der Ischa¨mie mit jenem
der Reperfusion: Einige Minuten nach Beginn der Reperfusion werden die Arachidon-
sa¨uren metabolisiert. Die dabei entstehenden freien Sauerstoffradikale peroxidieren u. a.
Phospholipide der Zellmembran, was einen weiteren Verlust des Ionengradienten bewirkt.
Freie Sauerstoffradikale verursachen zudem eine Scha¨digung der Mitochondrien. Dies be-
eintra¨chtigt die oxidative Phosphorylierung zusa¨tzlich und fu¨hrt u¨ber die Freisetzung von
Cytochrom c zur Apoptose der Zelle. Weiterhin kommt es zu einer Entzu¨ndung in den
Blutgefa¨ßen, welche zu einer Erho¨hung von endothelialen Adha¨sionsmoleku¨len, Integrinen
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und Selektinen fu¨hrt. Im Rahmen dieser sterilen Entzu¨ndung werden Entzu¨ndungszellen
angelockt was zur Sekretion von Chemokinen fu¨hrt.
Im Rahmen der beschriebenen Scha¨digung werden vermehrt Transkriptionsfaktoren
fu¨r proinflammatorische Gene synthetisiert. Eine große Rolle fa¨llt dem Kernfaktor κB
(nuclear factor-κB, NFκB) zu. Zu den beeinflussten Entzu¨ndungsmediatoren geho¨ren der
Tumornekrosefaktor α (tumor necrosis factor α, TNFα), der pla¨ttchenaktivierende Fak-
tor (platelet-activating factor, PAF) und Interleukin 1β (IL-1β). Der entzu¨ndliche Prozess
fu¨hrt u¨ber eine Hochregulierung von endothelialen Adha¨sionsmoleku¨len, wie beispielswei-
se dem interzellula¨ren Adha¨sionsmoleku¨l 1 (Intercellular Adhesion Molecule 1, ICAM-
1), zu einer Invasion von neutrophilen Leukozyten. Dabei wird die Blut-Hirn-Schranke
gescha¨digt und somit eine Hirno¨dembildung weiter begu¨nstigt. Die gescha¨digten Zellen
produzieren Chemokine wie Interleukin 8 (IL 8) und Monozyten-chemoattraktives Protein
1 (Monocyte Chemoattractent Protein 1, MCP-1), sodass den neutrophilen Granulozy-
ten Makrophagen und Monozyten in die betroffene Region folgen. Wenige Stunden nach
der Ischa¨mie finden sich zudem hypertrophe Astrozyten und aktivierte Mikroglia in dem
gescha¨digten Gebiet.
Bisher gibt es noch keine abschließende Untersuchung daru¨ber, in welchem Ma-
ße die entzu¨ndlichen Prozesse nicht nur zur Scha¨digung beitragen, sondern auch pro-
tektive Funktionen erfu¨llen. Insgesamt fu¨hrt der Prozess von Ischa¨mie und Reperfusi-
on zu einer mikrovaskula¨ren Dysfunktion mit vera¨nderten Gewebsbarrieren und einer
Entzu¨ndungsreaktion, welche zu einer systemischen Entzu¨ndungsreaktion (Systemisches
inflammatorisches Response-Syndrom, SIRS) und Multiorganversagen fu¨hren kann [7].
Die Form des Zelluntergangs unterscheidet sich zwischen den zwei Phasen Ischa¨mie
und Reperfusion. Wa¨hrend der Ischa¨miephase verla¨uft der Zelluntergang durch Scha¨digung
der Zellmembran hauptsa¨chlich als Nekrose. In der Phase der Reperfusion fu¨hrt eine Ak-
tivierung von Caspasen zur Apoptose von Neuronen.
Mit einer erfolgreichen Reanimation beginnt nach der Ischa¨mie die Phase der Re-
perfusion. Im ischa¨mischen Gebiet entsteht zuna¨chst eine zerebrale Hypera¨mie, zu deren
zeitlicher Ausdehnung sich in der Literatur Angaben von bis zu 15 Minuten [8] oder 15-30
Minuten [4] finden. Als ursa¨chlich wird am ehesten eine Lokalreaktion auf erho¨htes Laktat
und Kalium gesehen [8]. Dieser Phase folgt etwa 90 Minuten nach Beginn der Reperfusi-
on eine Hypoa¨mie, in welcher der Blutfluss auf etwa 50 % der normalen Menge absinkt
[8]. Als Auslo¨semechanismus fu¨r diese Hypoperfusion wird die beschriebene Peroxidati-
on von Phospholipiden diskutiert. Wa¨hrend dieser Phase la¨sst sich zudem eine gesto¨rte
Autoregulation der zerebralen Blutgefa¨ße beobachten [4].
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1.2 Therapie
Angesichts der beschriebenen a¨ußerst komplexen Scha¨digungsmechanismen sowohl wa¨h-
rend der zerebralen Ischa¨mie als auch wa¨hrend der Reperfusionsphase erweist sich die Su-
che nach einer ada¨quaten Therapie als schwierig. Die U¨berlebensrate eines Herz-Kreislauf-
Stillstandes liegt, wie bereits beschrieben, verha¨ltnisma¨ßig niedrig [1] [2] und die U¨berle-
benden mu¨ssen oft langwierige neurologische Defizite bewa¨ltigen. Zur Verbesserung der
Situation der Patienten wurden auf dem Hintergrund der beschriebenen pathophysiolo-
gischen Mechanismen an zahlreichen verschiedenen Substanzen geforscht [3] [9]. Bisher
konnte keine Einzelsubstanz eine Prognoseverbesserung in klinischen Studien erreichen,
was mo¨glicherweise mit der Komplexita¨t der Scha¨digungsmechanismen zu begru¨nden ist.
Einzig die Behandlung mit milder Hypothermie direkt nach der Wiederherstellung der
Blutzirkulation fu¨hrten zur einer Verbesserung der neurologischen Funktionen der Pati-
enten. Die mutmaßlichen Wirkungsmechanismen der Therapie fassten Froehler und Geo-
cadin [4] zusammen:
Die Hypothermie verringert den zerebralen Metabolismus, was sich im Absinken des
zerebralen Sauerstoffverbrauchs um etwa sechs Prozent pro Temperatursenkung von 1 ◦C
zeigt. Dies fu¨hrt zu einer Verzo¨gerung der Depolarisation, welche sich positiv auf den
Glucosestoffwechsel auswirkt und somit die Bildung einer Azidose vermindert. Die extra-
zellula¨re Glutamatkonzentration steigt weniger stark an. Die kalziumabha¨ngigen Kinasen
und Caspasen werden unterdru¨ckt, wodurch die Apoptoserate absinkt. Die verminder-
te Auspra¨gung der Entzu¨ndung und die reduzierte Bildung freier Radikale verringern
die O¨dembildung und normalisieren die Prozesse von Hypera¨mie und Hypoperfusion [4].
Weiterhin kommt es zu einer Senkung des intrakraniellen Drucks [9].
In zwei Studien aus dem Jahr 2002 konnte der positive Effekt einer milder Hypother-
mie von 32 − 34 ◦C u¨ber 12 bis 24 Stunden erstmals am Menschen nachgewiesen werden
[9] [10]. In der ersten Studie wurden 275 Patienten in neun europa¨ischen Zentren mit
pulslosem Ventrikelflimmern oder Ventrikeltachykardie eingeschlossen. Im Vergleich zur
Kontrollgruppe ohne Hypothermie lag die Mortalita¨t nach sechs Monaten bei 41 % statt
bei 55 % in der Kontrollgruppe. Infolge der Hypothermiebehandlung konnten nach sechs
Monaten 55 % der Patienten statt 39 % in der Kontrollgruppe wieder ein eigensta¨ndiges
Leben fu¨hren und zumindest in Teilzeit arbeiten [10]. Fu¨r die zweite Studie wurden in Mel-
bourne die Daten von 77 Patienten an mehreren Krankenha¨usern mit Ventrikelflimmern
ausgewertet. Die Patienten mit einer Hypothermiebehandlung wiesen eine Mortalita¨t von
51 % auf, wohingegen die Mortalita¨t in der Kontrollgruppe bei 68 % lag. Der Vergleich wies
lediglich einen Trend, aber keinen statistisch signifikanten Unterschied auf (p = 0,145).
Statistisch signifikant zeigt sich ein Vergleich der Patientenanteile, die nach dem stati-
ona¨ren Aufenthalt nach Hause oder in eine Rehabilitationseinrichtung entlassen werden
10
konnten: 49 % nach Hypothermie gegenu¨ber 26 % in der Kontrollgruppe (p = 0.046). Auf
dieses Ergebnis hatten zwei weitere Faktoren einen relevanten Einfluss: Das Alter der Pa-
tienten und die Zeit von Beginn des Herz-Kreislauf-Stillstandes bis zur Wiederherstellung
der Zirkulation. Eine Erho¨hung des Lebensalters um zwei Jahre verminderte die Chan-
ce, eine gute Wirkung durch die Hypothermie zu erzielen, um 9 %. Jede Verla¨ngerung
der Reanimationszeit um eineinhalb Minuten verringerte die Verbesserungschance durch
Hypothermie um 14 % [9].
Auf Grundlage dieser u¨berzeugenden Daten wurde die milde Hypothermie in die
Leitlinien 2010 zum
”
advanced life support“ (ALS) des Europa¨ischen Wiederbelebungs-
rates (European Resuscitation Council, ERC) aufgenommen und die Anwendung ausge-
dehnt [11]. Dabei lautet eine der wichtigsten A¨nderungen gegenu¨ber den Leitlinien von
2005:
”
Die Anwendung der therapeutischen Hypothermie bei komato¨sen U¨berlebenden
eines Kreislaufstillstands mit defibrillierbarem sowie auch nicht defibrillierbarem initialen
Herzrhythmus wird empfohlen. Der niedrigere Evidenzlevel fu¨r den Nutzen nach einem
Kreislaufstillstand mit nichtdefibrillierbaren Herzrhythmen wird anerkannt.“[11].
In beiden Studien konnte keine statistisch signifikante Erho¨hung unerwu¨nschter Ne-
benwirkungen festgestellt werden. Allerdings zeigte sich ein Trend zur Zunahme von Infek-
tionen [10] [11], Bradykardien und ho¨herem systemischen Gefa¨ßwiderstand [9] [11]. Dies
fu¨hrte zu einem erho¨hten Bedarf an intraveno¨ser Adrenalingabe bei 59 % nach Hypother-
mie gegenu¨ber 49 % in der Kontrollgruppe. Es wird zusa¨tzlich von EKG-Vera¨nderungen
und Verschiebungen im Ionenhaushalt im Sinne einer Hypokalia¨mie, Hypophosphata¨mie
[4] [11], Hypomagnesia¨mie und Hypokalza¨mie [11] berichtet. Weiterhin seien hohe Gluko-
sespiegel durch eine verminderte Insulinsensitivita¨t und Insulinsekretion sowie Blutungen
im Rahmen der gesto¨rten Blutgerinnung beobachtet wurden [4] [11]. In den Leitlinien von
2010 zum ALS wurde zudem eine verringerte Elimination von Sedativa und Muskelrelax-
anzien um 30 % beschrieben [11]. Alle Studien stimmen darin u¨berein, dass Ka¨ltezittern
massiv unterdru¨ckt werden muss, damit es nicht durch einen gesteigerten Metabolismus
zu einer Erwa¨rmung des Ko¨rpers kommt [4] [9] [10] [11]. In wieweit diese Beobachtungen
als medizinische relevante Nebenwirkungen der Therapie oder allgemeine Reaktionen des
Ko¨rpers auf den pathologischen Zustand zu bewerten sind, bleibt Gegenstand weiterer
Untersuchungen.
Die Komplexita¨t der zerebralen Scha¨digung nach einem Herz-Kreislauf-Stillstand,
welche weit u¨ber die Scha¨digung einzelner Neurone hinausgeht, wird der Hauptgrund fu¨r
die bisherige Unwirksamkeit von Einzelsubstanzen zur Prognoseverbesserung der u¨berle-
benden Patienten sein. Folglich erscheinen nur multimodale Behandlungsansa¨tze erfolgver-
sprechend wie die bereits beschriebene Hypothermie oder beispielsweise die Behandlung
mit Stammzellen.
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Seit einigen Jahren ist bekannt, dass auch im adulten Gehirn Neurogenese aus neu-
ronalen Stammzellen und Progenitorzellen auftritt [12]. Sowohl in der Subventrikular-
zone am Seitenventrikel als auch in der Subgranularzone entstehen unter bestimmten
Bedingungen Interneurone bzw. granula¨re Zellen. So konnte nach Globalischa¨mie in der
Subgranularzone von Nagetieren eine versta¨rkte Proliferation nachgewiesen werden. Neue
Neurone fu¨r die Region 1 im Cornu ammonis (CA1) des Hippokampus entstehen, get-
riggert durch die Hypoxie, in der posterioren Periventrikelzone. Wachstumsfaktoren wie
der epidermale Wachstumsfaktor (Epidermal Growth Factor, EGF) und der Fibroblasten-
Wachstumsfaktor 2 (Fibroblast Growth Factor-2, FGF-2) spielen fu¨r die Neurogenese eine
große Rolle. Sie stimulieren beispielsweise die Proliferation der Progenitorzellen, welche
Neuroblasten generieren, die in die CA1-Region wandern und neuronale Marker expri-
mieren. Auch der vom Gehirn stammende neurotrophe Faktor (Brain-Derived Neurotro-
phic Factor Protein, BDNF) und Erythropoetin (EPO) scheinen in der Regulierung der
Neurogenese von Bedeutung zu sein [13]. Durch eine Ischa¨mie werden FGF-2 und der
Stammzellfaktor (SCF) hochreguliert und fu¨hren somit zu einer erho¨hten Neurogenese.
Diese neuen Nervenzellen erscheinen funktionstu¨chtig und zeigen eine Verbesserung der
kognitiven Fa¨higkeiten.
Mit diesen Erkenntnissen ero¨ffnet sich ein neues Gebiet potentieller Behandlungs-
mo¨glichkeiten zerebraler Ischa¨mie. Dabei wurden und werden verschiedene Behandlungs-
ansa¨tze erforscht. Das Ziel bestand zuna¨chst in einem Ersatz der verlorenen Neurone durch
extern zugefu¨hrte neue Zellen. Dabei wird davon ausgegangen, dass implantierte Zellen
die degenerierten Neurone ersetzen, wodurch es zu einer Regeneration der kognitiven und
funktionellen Defizite kommt. Dabei stellt sich zuna¨chst die Frage nach der Herkunft der
Zellen: Humane embryonale Stammzellen bergen neben ethischen Problemen ein hohes Ri-
siko an Malignombildung; induzierte pluripotente Stammzellen konnten zu verschiedenen
Neuronen ausdifferenziert werden (glutaminerge, motorische und dopaminere Neurone).
Aus humanen Hautfibroblasten konnten auch direkt dopaminerge und glutaminerge Neu-
rone gezu¨chtet werden. Das Risiko einer Malignombildung ist damit vermindert. Aktuell
durchla¨uft noch bis 2017 eine klinische Studie in Schottland mit neuronalen Stammzellen
in Schlaganfallpatienten die Phase II (PISCES). In der Phase I hatten sich nach 3 und
nach 12 Monaten Verbesserungen in der Funktionalita¨t gezeigt. Neben der Gefahr der
Malignombildung treten als Probleme Abstoßung und Infektionen neben noch ungekla¨ren
ethischen und politischen Fragestellungen auf [14].
Eine weitere Mo¨glichkeit besteht in der Verwendung multipotenter Stammzellen,
wie beispielsweise mesenchymale Stammzellen. Diese lassen sich sowohl in adultem Gewe-
be wie Knochenmark, Muskel, Fettgewebe als auch in der Nabelschnur und der Plazenta
nachweisen. Damit besteht in der Gewinnung kein ethisches Problem. Zudem exprimieren
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sie Histokompatibilita¨tsantigen I (Human Leukocyte Antigen, HLA I), was sowohl eine au-
tologe als auch eine allogene Transplantation ermo¨glicht [7]. Mesenchymale Stammzellen
differenzieren zu Fibroblasten, Adipozyten, Chondrozyten und Osteoblasten. Unter spezi-
ellen Umsta¨nden, wie einer akuten Scha¨digung, lassen sie sich auch zu anderen Zelltypen
wie Hepatozyten, Kardiomyozyten, neuronale Zelltypen und vaskula¨re Zellen differenzie-
ren. So fu¨hrten transplantierte Knochenmarkszellen in gescha¨digtem Gewebe des zentralen
Nervensystems zu einer Verbesserung von kognitiven und motorischen Funktionen. Doch
auch wenn die funktionellen Defizite im Verlauf ru¨ckla¨ufig sind, entspricht die Anzahl der
neugebildeten Neurone bei weitem nicht der Anzahl der verlorenen [14] [15] [16]. Daher
spielten neben der direkten Differenzierung zu neuralen Zellen vor allem die Neuroprotek-
tion durch Produktion von Zytokinen und Wachstumsfaktoren eine Rolle. Proapoptotische
Gene werden vermindert und fu¨r das U¨berleben wichtige Gene erho¨ht. Die Proliferation
und Differenzierung der neuronalen Stammzellen, die Bildung von Synapsen und die Re-
generation der Axone wird unterstu¨tzt. Zudem wirken sie antiproliferativ auf Mikroglia
und Astrozyten [7] [14]. Mesenchymale Stammzellen verursachen eine Immunmodulati-
on durch eine Verminderung der Proliferation und Funktion von T-Lymphozyten und
natu¨rlichen Killerzellen. Damit fo¨rdern sie die Bildung von T-Zellen des regulatorischen
Pha¨notyps. Weiterhin bewirken sie eine Verschiebung des Verha¨ltnisses von M1- zu M2-
Makrophagen zugunsten des M2-Pha¨notyps, was wiederum die regulatorischen T-Zellen
erho¨ht [7]. Des weiteren konnte Angiogenese durch die Erho¨hung proangiogenetischer Fak-
toren beobachtet werden [7].
Gubert et al. gaben Knochenmarkszellen nach bilateralem Verschluss der Arte-
riae (Aa.) carotides communis u¨ber die Schwanzvene von Ratten [16]. Die Knochen-
markstammzellen bestanden zu 94,5 % aus ha¨motopoetischen und 3,2 % mesenchymalen
Stammzellen. In den behandelten Tieren konnte die sich entwickelnde Radialglia la¨nger
und in sta¨rkerem Ausmaß nachgewiesen werden als in der Kontrollgruppe. Die Radial-
gliazellen gelten fu¨r neuronale Stammzellen als wichtig und als Migrationshilfe fu¨r neue
Neurone. Zudem fand sich vermehrt BDNF in der Subventrikularzone nach dem Scha-
den. Allerdings ließen sich die transplantierten Zellen prima¨r hauptsa¨chlich in Leber und
Milz nachweisen. Damit stu¨tzt die Arbeit insgesamt die Hypothese, dass tranplantierte
Stammzellen hauptsa¨chlich u¨ber Zytokine und Wachstumsfaktoren zur Proliferation und
Differenzierung in der Subventrikularzone beitragen, anstatt die degenerierten Neurone
direkt zu ersetzen [16].
In der Arbeitsgruppe Ischa¨mieforschung am Fraunhofer-Institut fu¨r Zelltherapie und
Immunologie in Leipzig konnte gezeigt werden, dass die funktionellen und histologischen
Scha¨den nach einer experimentell induzierten Fokalischa¨mie in Ratten mit Hilfe von me-
senchymalen Stammzellen aus der Plazenta reduzierbar sind [17]. Eine Arbeitsgruppe aus
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Pittsburgh um Jomura beschrieb 2007 einen positiven Effekt der Gabe von Stammzellen
aus der Nabelschnur (Umbilical Cord Matrix Stem Cells) vor einem durch Esmolol und
Asphyxie ausgelo¨sten Herz-Kreislauf-Stillstand [18]. Die Zellen wurden dabei intrazere-
bral in die linke Hemispha¨re in den Nucleus thalamicus, den Hippokampus, das Corpus
Callosum und den Cortex gespritzt. Der untersuchte Schaden der Neuronen im Hippo-
kamps verringerte sich dabei etwa auf die Ha¨lfte verglichen mit Tieren ohne Behandlung
und mit Kontroll-Behandlung (von etwa 62 - 68 % auf 25 - 31 %). In einer spa¨teren Stu-
die derselben Arbeitsgruppe fanden sich nach der behandelten Tieren weniger aktivierte
Mikroglia und reaktive Astrozyten. Letzteres wurde anhand der Expression des Interme-
dia¨rfilaments Vimentin und des nuklea¨ren Exportsignals nachgewiesen. Weiterhin zeigten
sich mehr u¨berlebende Neurone in der CA1-Region des Hippokampus [19].
In klinischen Studien hat sich die Transplantation von Knochenmarksstammzellen
als sicher dargestellt. Dabei konnte ein eindeutiger Erfolg noch nicht nachgewiesen wer-
den, da dieser von vielen Faktoren abha¨ngig ist. Beispielsweise erfolgte die Transplantation
der Zellen unter klinischen Bedingungen deutlich spa¨ter als unter pra¨klinischen. Zudem
nehmen mit zunehmendem Alter die Fa¨higkeit zur Selbstheilung und Differenzierung ab.
Damit stellt sich die generelle Frage nach der Wirksamkeit bei den zumeist a¨lteren Pa-
tienten. Nicht zuletzt gibt es noch kein etabliertes Protokoll fu¨r die Kultivierung und
Aufbewahrung der Zellen bis zur Transplantation unter Vermeidung einer Kontamination
[14]. Trotz den eindeutigen Vorteilen der mesenchymalen gegenu¨ber den omnipotenten
Stammzellen bestehen auch bei diesen Risiken wie Immunreaktionen, Embolisierung von
Kapillaren, Fibrosierung und maligne Entartung.
Die Hauptwirkung der Stammzellen wird wie beschrieben u¨ber Wachstumsfaktoren
vermittelt, sodass diese als eine nebenswirkungsa¨rmere Therapieoption ebenfalls mo¨glich
wa¨ren. U¨ber den Granulozyten-Kolonie stimulierenden Faktor (Granulocyte-Colony Sti-
mulating Factor, G-CSF) kann die Anzahl von ha¨matopoetischen Stammzellen in der Peri-
pherie gesteigert werden. Dafu¨r wird es bereits zur Behandlung chemotherapieinduzierter
Neutropenie genutzt. Weiterhin werden dem Wachstumsfaktor neuroprotektive und neu-
roregenerative Eigenschaften zugeschrieben. Dabei wird die Neuroprotektion durch eine
Verminderung des Infarktvolumens, des Glutamatausstroms und der Inflammation auf-
grund einer verminderten Migration von Monozyten und Makrophagen vermittelt. Diese
fu¨hrt allerdings zu einer vermehrten Ansammlung von Neutrophilen in peripheren Berei-
chen, sodass dort die Gefahr einer eingeschra¨nkten Perfusion besteht. Zudem kann durch
eine Verminderung der Matrixmetalloproteinase 9 die O¨dembildung reduziert werden.
Weiterhin wirkt G-CSF u¨ber eine Verminderung von Caspase 3, Cytochrom-c-Reduktase
und des Bax-Protein-Transfers in die Mitochondrien antiapoptotisch in der Penumbra.
Zudem fu¨hrt es zu einer Proliferationssteigerung von intrinsischen neuralen Stammzellen,
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was gegenu¨ber der Mobilisierung von ha¨matopoetischen Stammzellen wohl die gro¨ßere
Bedeutung hat. In klinischen Studien wurde G-CSF zwar gut vertragen, eindeutige po-
sitive Effekte konnten bisher nicht nachgewiesen werden. Daher bleibt zuna¨chst unklar,
ob nach einem Schlaganfall mit der Gabe von G-CSF wirklich neuroprotektive und/oder
neuroregenerative Effekte erzielt werden ko¨nnen [14].
1.3 Tiermodelle
Aufgrund der gravierenden zerebralen Scha¨digung im Rahmen eines Herz-Kreislauf-Still-
standes entstehen die sta¨rksten Einschra¨nkungen der u¨berlebenden Patienten durch neu-
rologische Defizite sowie den damit verbundenen Einschra¨nkungen in der selbststa¨ndigen
Bewa¨ltigung ihres Alltags und in ihrer Lebensqualita¨t. Zur Etablierung von Therapie-
mo¨glichkeiten zur Verbesserung dieser Defizite wurden verschiedene Tiermodelle entwi-
ckelt. Die Interaktionen, gerade bei einem so hochkomplexen Krankheitsbild, sind so um-
fangreich, dass die zugrunde liegenden Pathomechanismen und Therapieansa¨tze in einer
Zellkultur nur in einem sehr begrenzten Umfang untersucht werden ko¨nnen. Bei Tier-
versuchen besteht das Problem, dass durch experimentell erzeugte Scha¨digungen andere
unerwu¨nschte Verletzungen entstehen ko¨nnen, die mo¨glicherweise die Ergebnisse beein-
flussen. Aufgrund der pathophysiologischen Unterschiede zwischen verschiedenen Formen
des Herz-Kreislauf-Stillstandes scheinen sogar unterschiedliche Therapien wirksam zu sein
[20].
Um die neurologischen Defizite durch eine zerebrale Ischa¨mie aufgrund eines Herz-
Kreislauf-Stillstandes mo¨glichst a¨hnlich abzubilden, wurde experimentell ein Herz-Kreis-
lauf-Stillstand erzeugt. Als Methoden fanden neben ha¨ufig angewandten Modellen wie
Asphyxie [21] und Ventrikelflimmern [22] auch andere Verfahren wie das Abklemmen der
großen Arterien [23] oder die Ha¨morrhagie [24] Verwendung. Die Grundvoraussetzung
fu¨r das Asphyxiemodell ist die ku¨nstliche Beatmung. Nach der Verabreichung eines Mus-
kelrelaxans wird die Beatmung diskonnektiert und die Trachealkanu¨le endexpiratorisch
verschlossen. Die Prozedur fu¨hrt innerhalb von drei bis vier Minuten [25] zum Herz-
Kreislauf-Stillstand [21](modifiziert [25]). Dabei erscheinen Asphyxiezeiten von sieben bis
zehn Minuten effektiv, um einen ischa¨misch bedingten zerebralen Schaden zu erzeugen
und die Tiere dennoch gut reanimieren zu ko¨nnen. Bei der Erzeugung eines Herzstill-
standes durch Ventrikelflimmern wird Wechselstrom u¨ber eine Sonde im O¨sophagus [22]
oder u¨ber einen Stimulationskatheter in der Vena (V.) jugularis externa intrakardial [26]
appliziert. Innerhalb weniger als einer Minute tritt der Herz-Kreislauf-Stillstand ein.
Eine andere Herangehensweise zur Erforschung der zerebralen Ischa¨mie ist die Kon-
zentration auf einen bestimmten Teilbereich einer Gesamtscha¨digung. Im Falle des Herz-
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Kreislauf-Stillstandes liegt in den neurologischen Defiziten das Hauptproblem und der
Hauptansatzpunkt der Therapie. Aus diesem Grund wurden Modelle entwickelt, die un-
abha¨ngig von einem Herz-Kreislauf-Stillstand zu einer Ischa¨mie im Gehirn fu¨hren. Von
verschiedenen Alternativen haben sich das Modell des Zwei-Gefa¨ß-Verschlusses (Two-
Vessel-Occlusion-Model, 2-VO) und das Modell des Vier-Gefa¨ß-Verschlusses (Four-Vessel-
Occlusion-Model, 4-VO) durchgesetzt.
Das Zwei-Gefa¨ß-Verschluss-Modell wurde erstmals 1972 von Eklof und Siesja in Rat-
ten beschrieben [27] und anschließend mehrfach variiert [28] [29] [30]. Prinzipiell werden
die Aa. carotides communes verschlossen und der Blutdruck gesenkt, um eine zerebrale
Ischa¨mie zu erzeugen.
Das Vier-Gefa¨ß-Verschluss-Modell wurde erstmalig 1979 von Pulsinelli et al. be-
schrieben [31] [32]. Das Ziel bestand in der Entwicklung eines Ischa¨miemodells in der Ratte
unter Ausschluss verschiedener Einflussfaktoren wie Ana¨sthetika, Krampfanfa¨llen, syste-
mischer Hypoxie und Hypotension. Die Durchfu¨hrung verlief u¨ber zwei Operationstage.
Am ersten Tag wurde den Ratten unter Narkose eine Klemme locker um die Aa. carotides
gelegt und die Aa. vertebralis durch die Foramina alare mittels Elektrokauterisierung ir-
reversibel verschlossen. Nach einer Erholungszeit von 24 Stunden erfolgte der Verschluss
der Aa. carotides mit Hilfe der zuvor eingebrachten Klemmen an den wachen Ratten fu¨r
eine festgelegte Ischa¨miezeit.
1.4 Funktioneller Nachweis eines zerebralen
Ischa¨mieschadens
Um einen durch zerebrale Ischa¨mie in einem Tiermodell erzeugten neuronalen Schaden
funktionell nachzuweisen, bedarf es spezieller Verhaltenstests. Die Neurone in der CA1-
Region des Hippokampus reagieren am empfindlichsten auf eine verminderte Blutversor-
gung, weswegen die Tests speziell den Ausfall dieser Hirnregion abbilden mu¨ssen. Der
Hippokampus wird aufgrund seiner vielfa¨ltigen Verbindungen zu verschiedenen Teilen des
Gehirns mit der Geda¨chtnisbildung, genauer mit der Abspeicherung von Informationen im
Langzeitgeda¨chtnis, in Verbindung gebracht [33]. Zusa¨tzlich finden sich starke Hinweise
darauf, dass der Hippokampus eine entscheidende Funktion bei der Motivation und der
Bildung von Emotionen im Rahmen des Papez-Kreises erfu¨llt [6]. In U¨bereinstimmung mit
diesen Voru¨berlegungen zeigten Nachuntersuchungen bei Patienten nach Herz-Kreislauf-
Stillstand in folgenden Bereichen am ha¨ufigsten Scha¨digungen: Erinnerungsvermo¨gen,
Aufmerksamkeit und ausfu¨hrende Funktionen. Verbesserungen waren hauptsa¨chlich in-
nerhalb der ersten drei Monate nach dem scha¨digenden Ereignis zu beobachten [34]. Um
die funktionellen Defizite in Tieren abzubilden, wurden verschiedene Tests entworfen. Ob
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Lernen bei Ratten allerdings auf die gleiche Art und Weise funktioniert wie beim Men-
schen und inwieweit die Tests dieses Lernen abbilden, bleibt noch zu kla¨ren [35].
Gerade bei einem Versuchsaufbau, in dem die Tiere schon nach wenigen Tagen
fu¨r eine histologische Untersuchung geto¨tet werden, findet ha¨ufig die Neurologische Defi-
zitskala (Neurologic Deficit Score, NDS) Verwendung. Dabei fu¨hren u. a. Atemfrequenz,
Aufmerksamkeit, Testung wichtiger Hirnnerven, Motorik, Sensorik und Koordination zu
einer Punktzahl. Die in jedem Test erreichten Punkte werden addiert und prozentual an-
gegeben. Einem gesunden Gehirn entsprechen 0 %, bei einen Hirntod ergeben sich 100 %
[25] [36].
Spezifischer sind funktionelle Tests, welche einzelne kognitive Leistungen testen,
z. B. die Orientierungsfa¨higkeit. Sie basieren alle auf einer a¨hnlichen Grundidee. So muss
sich das Tier in einem T-fo¨rmigen [37], Y-fo¨rmigen [38] oder sternfo¨rmigen Labyrinth ori-
entieren und mo¨glichst schnell und fehlerfrei alle Futterstellen finden [39]. Ein a¨hnliches
Konzept verbirgt sich hinter dem Morrison-Water-Maze: Die Tiere sollen durch Schwim-
men in einem runden Becken mit undurchsichtigem Wasser eine entweder sichtbare oder
unter der Wasseroberfla¨che verborgende Plattform finden [40].
Olton und Samuelson konnten daru¨ber hinaus mit Hilfe verschiedener Aufgaben im
Radial-Arm-Maze, einem sternfo¨rmigem Labyrinth, zeigen, dass Ratten ein ausgepra¨gtes
Erinnerungsvermo¨gen fu¨r ra¨umliche Informationen haben [39].
Eine andere Form der Geda¨chtnispru¨fung ermo¨glich der Object Recognition Test.
Hierbei wird das Arbeitsgeda¨chtnis durch Objekterkennung gepru¨ft. Den Tieren wird
zuna¨chst ein Objekt und nach einem festgelegten Zeitintervall dasselbe Objekt zusam-
men mit einem neuen Objekt pra¨sentiert. Durch die Auswertung der Erkundungszeit der
einzelnen Objekte la¨sst sich abscha¨tzen, ob sich die Tiere an das erste Objekt erinnern
[41].
Um die funkionelle Einschra¨nkung nach Fokalischa¨mien, z. B. durch einen experi-
mentellen Schlaganfall, zu untersuchen, haben sich auch sensomotorische Tests bewa¨hrt.
Dabei wird ein besonderer Fokus auf den Seitenvergleich gelegt. Zu dieser Testkategorie
za¨hlen LadderRung [42] und Gangbildanalyse [43], wobei besonders Fehltritte oder ver-
mindertes Benutzen einzelner Extremita¨ten Beachtung finden. Teilweise werden einzelne
Bausteine aus dem oben beschriebenen NDS genutzt. Dies trifft z. B. auf den Beamwalk
zu, bei dem die Tiere u¨ber eine Stange laufen [44]. Andere Tests messen die Kraft des
Tieres, in dem dieses mit den Pfoten an einen Draht oder ein geneigtes Netz geha¨ngt wird
und die maximale Haltezeit gemessen wird [45]. Im Tape Removal Test gilt neben der Mo-
torik ein besonderes Interesse der Sensorik. Der Ratte werden selbstklebende Papierstu¨cke
auf die Vorderpfoten geklebt und die Zeit gemessen, die das Tier zum Entfernen braucht.
Urspru¨nglich zur Quantifizierung von ipsi- und kontralateralen Defiziten nach unilateraler
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Hirnscha¨digung entwickelt [46], eignet sich dieser Test prinzipiell auch zur U¨berpru¨fung
von Scha¨den nach einer Globalischa¨mie [44] [47]. Da sich aber trotz der unterschiedli-
chen Vulnerabilita¨t einzelner Hirnregionen auf zerebrale Ischa¨mie kein Hinweis auf eine
Seitendifferenz ergibt, spielen extremita¨tenvergleichende Verhaltenstests eher eine unter-
geordnete Rolle. Es bleibt jedoch die Frage zu beantworten, in welchem Maße sich eine
Globalischa¨mie auf die Sensomotorik auswirkt und ob eventuelle Defizite in motorikba-
sierten Tests auf einen motorischen Schaden oder einer Modifikation der Angstempfindung
zuru¨ckzufu¨hren sind.
Eine Mischung der zuletzt genannten Aspekte la¨sst sich im Open Field Test pru¨fen.
Dabei wird die Aktivita¨t der Tiere auf einer abgegrenzten Fla¨che an Hand von U¨ber-
querungen von Markierungen in diesem Bereich, Aufsetzen, Putzen und Defa¨kation ab-
gescha¨tzt [48]. Auch der Elevated Plus Maze verbindet mehrere Aspekte. Neben der Ori-
entierungsfa¨higkeit la¨sst sich das Angstgefu¨hl einscha¨tzen. Bei einem erho¨ht stehenden
kreuzfo¨rmigen Labyrinth sind zwei gegenu¨ber liegende Ga¨nge mit hohen Wa¨nden verse-
hen und die anderen beiden nicht. Je nach Konzept wird die Eintrittsanzahl oder die Zeit
in den offenen Armen gemessen, was als Angstfreiheit interpretiert wird [49].
1.5 Histologischer Nachweis eines zerebralen
Ischa¨mieschadens
Das Ausmaß einer ischa¨misch bedingten zerebralen Scha¨digung und seine Reproduzier-
barkeit in einem Tiermodell la¨sst sich anhand des histologischen Schadens objektivieren.
Durch Ischa¨mie gescha¨digte Zellen weisen pyknotische Zellkerne und ein geschrumpftes
Zytoplasma auf. Sie erscheinen hell eosinophil [25]. Mit Hilfe des TdT-mediated dUTP-
biotin nick end labeling (TUNEL) lassen sich sowohl die Desoxyribonukleinsa¨ure (DNA)-
Fragmentation wa¨hrend der Apoptose als auch die Apoptoseko¨rper gezielt darstellen [50]
[51] [52]. Anhand der histologischen Auswertung ko¨nnen auch verschiedene Tiermodelle
miteinander verglichen werden.
Bei der histologischen Untersuchung der Herz-Kreislauf-Stillstands-Modelle zeigte
sich nach zehn Minuten Asphyxie gro¨ßtenteils ein lichtmikroskopisch sichtbarer Scha-
den in der Fußplatte des Hippokampus und dem Frontalkortex [21]. Auch nach einem
Herz-Kreislauf-Stillstand durch Kammerflimmern reagierte eine Region des Hippokampus
(CA1-Region) am empfindlichsten auf den Sauerstoffmangel. Die Scha¨den sind ab Tag drei
nach Ischa¨mie durch DNA-Fragmentierung zu identifizieren und steigen noch bis wenigs-
tens Tag sieben an [50]. Das Zwei-Gefa¨ß-Verschluss-Modell und das Vier-Gefa¨ß-Verschluss-
Modell verursachen einen vergleichbaren zerebralen Schaden ebenfalls mit Schwerpunkt
auf der CA1-Region des Hippokampus und dem Neokortex. Unterschiede im Scha¨digungs-
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muster der beiden letztgenannten Modelle finden sich in den Purkinje-Fasern im Kleinhirn
und im Hirnstamm [53].
Die CA1-Region des Hippokampus gilt somit als das fu¨r eine zerebrale Ischa¨mie
vulnerabelste Gebiet. Demzufolge la¨sst sich anhand der Scha¨digung dieses Gebietes ein-
scha¨tzen, ob ein Ischa¨miemodell einen neuronalen Schaden verursacht oder nicht. 1997
vero¨ffentlichte die Arbeitsgruppe um Schmued Erkenntnisse u¨ber eine neue Fa¨rbemethode
fu¨r degenerierte Neurone. Fluoro-Jade, ein anionischer Fluoreszenzfarbstoff, bot die Mo¨g-
lichkeit, mit verha¨ltnisma¨ßig wenig Aufwand gegenu¨ber der bis dahin verwendeten Sil-
berfa¨rbung, degenerierte Neurone sicher nachzuweisen [54]. In den folgenden Jahren wurde
der Farbstoff weiter verbessert, sodass Fluoro-Jade C durch ein sehr gutes Signal-Rausch-
Verha¨ltnis und eine hohe Auflo¨sung gekennzeichnet ist. Aufgrund der starken Affinita¨t
zu degenerierten Neuronen lassen sich auch Axone und distale Dendriten nachweisen [55]
[56].
Eine andere Mo¨glichkeit des Ischa¨mienachweises besteht darin, ein Defizit von nicht
gescha¨digten Neuronen darzustellen. So ermo¨glicht die Nissl-Fa¨rbung eine Anfa¨rbung von
Ribonukleinsa¨ure (RNA) und DNA, wodurch die Ribosomen und damit das raue Endo-
plasmatische Retikulum in Neuronen, die sogenannten Nissl-Schollen darstellbar werden
[57]. NeuN (Neuronal Nuclei) wiederum beschreibt ein lo¨sliches Protein, mittlerweile ge-
nauer identifiziert als FOX-3, welches an die DNA bindet und mithilfe des Antiko¨rpers A60
in Neuronen nachgewiesen werden kann [58]. Eine Ausnahme bilden die Purkinjezellen,
Photorezeptorzellen der Retina und Mitralzellen im olfaktorischen Bulbus. NeuN fa¨rbt se-
lektiv den neuronalen Nukleus, nicht die weiße Substanz (Oligodendroglia, Bergnannglia
und reaktive Glia) und etwas weniger das Zytoplasma und die Dendriten.
Wie bereits beschrieben, werden durch die Ischa¨mie im Gehirn sowohl Astrozyten
als auch Mikroglia aktiviert. Aus aktivierten Astrozyten wurde Anfang der 1970er Jahre
erstmals saures Gliafaserprotein (Glial Fibrillary Acidic Protein, GFAP) isoliert, welches
sich histologisch u. a. mit einem Fluoreszenzfarbstoff nachweisen la¨sst [59]. 1996 isolierte
die Arbeitsgruppe um Imai erstmals Iba1 (ionized calcium binding adaptor molecule 1)
und fand heraus, dass dieses Protein im adulten Gehirn ausschließlich in der Mikroglia,
spa¨ter genauer differenziert in aktivierter Mikroglia, exprimiert wird [60] [61]. Somit stehen
fu¨r diese Zellen ebenfalls spezifische Fa¨rbungen zur Verfu¨gung.
Die Abwesenheit einer spezifischen Fa¨rbung allein ist nicht beweisend fu¨r das Fehlen
eines bestimmten Zelltyps, da dies auch bei einem Gewebsdefekt auftreten kann. Um diese
Mo¨glichkeiten sicher gegeneinander abzugrenzen, eignet sich die Fa¨rbung einer Struktur,
die sich in allen Zellen aber nicht im Interzellularraum befinden. DAPI (4’,6-Diamidin-2-
phenylindol) beschreibt einen Fluoreszenzfarbstoff, der ausschließlich DNA anfa¨rbt und
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deswegen zur Markierung von Zellkernen genutzt wird [62]. Damit la¨sst sich zwischen
nicht spezifisch gefa¨rbtem Gewebe und Gewebsdefekten differenzieren.
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2 Aufgabenstellung
In Europa erleiden ja¨hrlich etwa 275.000 Menschen einen Herz-Kreislauf-Stillstand. Von
diesen Patienten u¨berleben etwa 29.000 [1]. Viele der U¨berlebenden mu¨ssen sich mit teil-
weise erheblichen neuronalen Defiziten arrangieren und erfahren eine Einschra¨nkung in
der selbststa¨ndigen Bewa¨ltigung ihres Alltags sowie in ihrer Lebensqualita¨t. Die Verbes-
serung der Prognose dieser Patienten ist das Ziel zahlreicher wissenschaftlicher Untersu-
chungen. Aufgrund der pathophysiologischen Komplexita¨t der ischa¨mischen neuronalen
Scha¨digung zeigt bislang nur die milde Hypothermie einen positiven Effekt [9] [10]. Andere
a¨hnlich komplexe Therapieansa¨tze, wie beispielsweise eine Therapie mit Stammzellen ist
nach einer Globalischa¨mie noch unzureichend untersucht. Allerdings gibt es erste Hinweise
auf eine mo¨gliche Wirksamkeit [18] [19]. In vielen Untersuchungen mit Tiermodellen zum
Herz-Kreislauf-Stillstand bzw. der Globalischa¨mie wird die histologische Untersuchung der
Scha¨digung gleichgesetzt. Entscheidend fu¨r die Lebensqualita¨t nach einem Herz-Kreislauf-
Stillstand ist jedoch nicht in erster Linie die Histologie sondern die Funktionalita¨t. Beim
Menschen betrifft dies die selbststa¨ndige Bewa¨ltigung des Alltags und die mo¨gliche Wie-
dereingliederung in das Arbeits- und Sozialleben. Eine Therapie kann somit erst dann als
erfolgreich bezeichnet werden, wenn sie zu einer funktionellen Verbesserung u¨ber einen
langen Zeitraum fu¨hrt.
Das Ziel der vorliegenden Arbeit besteht somit erstens in der Etablierung eines Mo-
dells fu¨r zerebrale Globalischa¨mie in Ratten. Zweitens sollen Surrogatparameter erarbeitet
werden, die den durch die Ischa¨mie verursachten neuronalen Schaden langfristig und auch
funktional darstellen.
Anhand eines solchen Modells ko¨nnen die pathophysiologischen Mechanismen der
zerebralen Globalischa¨mie weiter untersucht und neue Therapien entwickelt werden.
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3 Materialien und Methoden
3.1 Tierauswahl
Die Vorversuche erfolgten mit ma¨nnlichen Ratten vom Stamm Sprague Dawley aus dem
Medizinisch-Experimentellem Zentrum (MEZ) der Universita¨t Leipzig. Ausnahmen in der
Tierauswahl werden im Text explizit erwa¨hnt. Fu¨r den Hauptversuch fanden zwei Grup-
pen mit je zwo¨lf ma¨nnlichen Ratten vom Stamm Sprague Dawley der Firma Janvier im
Alter von zwo¨lf Wochen Verwendung. Sie erhielten nach ihrem Eintreffen eine Woche Zeit,
um sich sich vom Transport zu erholen und an die Umgebung zu gewo¨hnen. Die Tiere
wurden bei konstanter Raumtemperatur und Luftfeuchtigkeit in einem zwo¨lfstu¨ndigen
Tag-Nacht-Rhythmus am MEZ gehalten.
3.2 Operation
3.2.1 Herz-Kreislauf-Stillstand durch Ventrikelflimmern
Die Durchfu¨hrung der Operationen erfolgte unter der Anleitung von PD Dr. habil. Alex-
ander Deten. Die in einer Isoflurankammer ana¨sthesierten Tiere wurden endotracheal mit
einer Kanu¨le (G-14) intubiert und volumenkontrolliert mit einer Frequenz von 70 Atem-
zu¨gen pro Minute mit einem ko¨rpergewichtsadaptierten Atemzugvolumen von etwa 0,5 ml
pro 100 g beatmet (Small Animal Ventilator KTR-5 von HugoSachs Elektronik, Harvard
Apparatus GmbH). Der Zusatz von Isofluran (Forene 100 % V/V von Abbott GmbH &
Co. KG) in Sauerstoff betrug 2,5 % . Zur U¨berwachung der Herzta¨tigkeit diente ein Ober-
fla¨chen-EKG, welches u¨ber subkutan liegende Nadeln an den vier Extremita¨ten abgeleitet
wurde.
Nach der Rasur der Operationsgebiete und des Defibrillationsbereiches erfolgte die
Pra¨paration und Katheterisierung der proximalen Arteria (A.) femoralis sinistra mit einem
2-French-Katheter (Millar) zur kontinuierlichen Messung des Blutdrucks. Anschließend
wurde die Vena (V.) jugularis externa dextra pra¨pariert und mit einem Stimulationska-
theter (BARD WovenTM 4F Cournand) katheterisiert. Das Ableiten eines intrakardialen
EKGs u¨ber die Elektroden des Stimulationskatheters erleichterte die korrekte Platzie-
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rung des Katheters im rechten Ventrikel. Zwei Minuten vor Stimulationsbeginn wurde die
Isofluranzufuhr beendet.
Die Stimulation erfolgt mit einem sinusfo¨rmigen Impuls in einer Freqenz von 50 Hz
mit einer Impulsdauer von 10 ms und einer Amplitude von 300 mV. Durch eine Ver-
schiebung der Ausgangslinie auf -150 mV wurde die Wirkung von Wechselstrom erreicht.
Dadurch konnte in den meisten Fa¨llen ein stabiles Kammerflimmern ausgelo¨st werden.
Innerhalb der ersten Minute nach Stimulationsbeginn ho¨rten die Tiere auf zu atmen. Zwei
Minuten nach Stimulationsbeginn wurde der Stimulationskatheter durch einen vor dem
rechten Atrium liegenden PE-50-Katheter (Smiths medical international Ltd. Fine Bare
Polyethene Tubing 800/100 200) zur Medikamentengabe ersetzt.
Nach einer weiteren Minute begann erneut die Beatmung mit eine Frequenz von 80
Zu¨gen pro Minute, 100 % Sauerstoff und einem Atemhubvolumen von etwa 0,5 ml pro
100 g Ko¨rpergewicht. 30 Sekunden spa¨ter erfolgte die Herzdruckmassage. Nach einein-
halb Minuten Herzdruckmassage erhielt das Tier die erste Adrenalingabe (20 µl). Nach
dem Blutdruckanstieg in Folge der Adrenalingabe wurde die erste Defibrillation mit fu¨nf
Joule und Paddelposition beidseits lateral des Thorax durchgefu¨hrt und anschließend im
einminu¨tigen Intervall mit zwischenzeitlich ununterbrochener Herzdruckmassage wieder-
holt (Defibrillator: R Series Plus mit internen Lo¨ffelelektroden Zoll Medical Deutschland
GmbH). Die Unterbrechungen der Herzdruckmassage fu¨r die Defibrillation nahm fu¨nf bis
zehn Sekunden in Anspruch.
Die Aufzeichnung der Blutdruckwerte erfolgte u¨ber PowerLab 4/35 (ADInstruments)
mit der Software LabChart6, spa¨ter LabChart7 (ADInstruments).
Trotz zahlreicher Modifikationen sowohl in der Operationstechnik als auch in der
Reanimation und einem Wechsel auf den Rattenstamm Wistar konnte das Modell nicht
erfolgreich etabliert werden. Auch Unterstu¨tzung durch die einzige deutsche Arbeitsgrup-
pe, die Kammerflimmern als Auslo¨ser fu¨r einen experimentellen Herz-Kreislauf-Stillstand
verwendet, die AG Experimentelle zerebrale Ischa¨mie/ Herz-Kreislaufstillstand und Re-
perfusion des Universita¨tsklinikums Heidelberg, brachte keinen Durchbruch.
3.2.2 Globalischa¨mie
Als Alternativmodell zum Herzkreislaufstillstand fiel die Entscheidung auf das Zwei-
Gefa¨ßverschluss-Modell zur Untersuchung neuronaler Defizite nach einer zerebralen Ischa¨-
mie. Die Durchfu¨hrung der Operationen erfolgte unter der Anleitung von PD Dr. habil.
Alexander Deten. Dieser fu¨hrte auch die Verblindung durch.
Die Ana¨sthesie wurde in einer Kammer mit 2,5 % Isofluran (Forene 100 % V/V von
Abbott GmbH & Co. KG) eingeleitet und die Ratten anschließend endotracheal intubiert
(G14). Die Beatmung erfolgte druckkontrolliert mit einer Frequenz von 80 Atemzu¨gen pro
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Minute, Inspiration 50 %, Plateau 10 %, PEEP 1 cmH2O, PEAK-Alarm bei 25 cmH2O
(Small Animal Ventilator KTR-5 von HugoSachs Elektronik, Harvard Apparatus GmbH).
Die Narkose wurde mit 2 % Isofluranzusatz aufrechterhalten.
Die Aa. carotides communes wurden u¨ber einen medianen Halsschnitt auf beiden
Seiten pra¨pariert und unter jede Arterie ein Faden gelegt, durch welchen sie spa¨ter an-
gehoben werden konnten. Es wurde streng darauf geachtet, dass die Arterien nicht ver-
sehentlich komprimiert wurden. Anschließend erfolgte die Pra¨paration der linken Arteria
und Vena femoralis u¨ber einen Schnitt in der linken Leistenregion. In die Vena femoralis
wurde ein PE-50 Katheter zur Medikamentengabe gelegt und bis etwa zur Vena iliaca
communis bzw. Vena cava inferior vorgeschoben. Die Blutdruckmessung erfolgte u¨ber
einen Messkatheter von Millar (2 Fr) in der Aorta thoracica u¨ber die A. femoralis. Blut-
druckamplitude, mittlerer arterieller Druck, Herzfrequenz und Beatmungsdruck wurden
u¨ber PowerLab 4/35 mit der Software LabChart 7 von ADInstruments aufgezeichnet.
Es wurde zuna¨chst in Vorversuchen getestet, welche Ischa¨mizeit notwendig ist, um
einen histologischen Schaden zu verursachen. Dafu¨r erfolgte der Verschluss der Aa. caro-
tides communes fu¨r 15, 12 oder 10 Minuten. Als Zielwert fu¨r die Blutdrucksenkung galt
ein mittlerer arterieller Druck (mean arterial pressure, MAP = 1
3
systolischer Blutdruck +
2
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diastolischer Blutdruck) unter wenigstens 40 mmHg wa¨hrend des Karotidenverschlusses.
Als optimaler MAP wurde der Bereich zwischen 30 und 35 mmHg angestrebt (vergleiche
Kapitel 5.1.2 und 5.1.4). In der Literatur wird zu Blutdrucksenkung Halothan verwendet.
Halothan ist aufgrund seines ungu¨nstigen Nebenwirkungsprofils von anderen Inhalations-
ana¨sthetika abgelo¨st worden und in Deutschland nicht mehr erha¨ltlich. Aus diesem Grund
verwendeten wir Isofluran. Da das Narkotikum den Blutdruck nicht ausreichend senkte,
kombinierten wir es mit weiteren Maßnahmen wie der Gabe von Ebrantil, Propofol und
Kopfhochlage. Die Beimengung von Distickstoffmonoxid (N20) brachte keine Einsparung
des Isofluranverbrauchs und wurde deshalb nach den ersten Vorversuchen nicht mehr
durchgefu¨hrt.
Nach der Pra¨paration der Femoralgefa¨ße und der Aa. carotides communes sollte der
MAP fu¨r einige Minuten keine Schwankungen u¨ber eine Amplitude von mehr als 20 mmHg
zeigen. Dabei wurde einer reversiblen Blutdrucksenkung durch die Pra¨paration und Ka-
theterisierung der V. femoralis in den Vorversuchen mit der lokalen Gabe der Analgetika
Xylazin bzw. Lidocain entgegengewirkt. Da dies allerdings nicht zu einem ausreichen-
den Effekt fu¨hrte, fanden diese Medikamente im Hauptversuch keine Verwendung. War
ein stabiler Ausgangswert erreicht, wurde der Isofluranzusatz in der Beatmung auf 5 %
gesteigert, der Kopf etwa 15◦ hoch gelagert und 150 µl Ebrantil gespritzt. Sobald der
MAP auf 35 mmHg gesunken war, wurden die Aa. carotides communes fu¨r zehn Minu-
ten mit Gefa¨ßklemmen verschlossen und zusa¨tzlich durch Anhebung der zuvor gelegten
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Fa¨den hochgezogen. Die Festlegung des genauen Prozederes des Gefa¨ßverschlusses erfolg-
te durch die Vorversuche: Das zeitgenaue Lo¨sen eines festen Fadenknotens erwies sich als
unpraktikabel, sodass Gefa¨ßklemmen verwendet wurden. Zudem hatte sich wa¨hrend der
Ischa¨miezeit von zehn Minuten der alleinige Verschluss der Karotiden mit Gefa¨ßklemmen
als unzureichend gezeigt, sodass die Karotiden wa¨hrend der Ischa¨miezeit zusa¨tzlich mit
einem Faden hochgezogen wurden.
Sank der Blutdruck nicht ausreichend ab oder begann, wieder anzusteigen, wur-
de Propofol in Boli von 50 oder 100 µl gespritzt (im Hauptversuch insgesamt 0-300 µl,
im Kurzzeitversuch 0-200 µl). Gelegentlich kam es zu Herzrhythmussto¨rungen mit einem
Absinken der Herzfreqenz auf etwa 150/min. Um diese zu beenden, wurde die Isofluran-
beimischung reduziert.
Nach Ablauf der zehn Minuten Ischa¨miezeit wurden die Gefa¨ßklemmen entfernt, der
Kopf in Horizontallage gebracht, die Isofluranzufuhr beendet und 100 µl Noradrenalin
in einer Verdu¨nnung von 1:100 mit 0,9 %-iger Natriumcholoridlo¨sung gespritzt. Meist
waren noch ein bis zwei weitere Noradrenalingaben notwendig, welche z. T. nur 50 µl
beinhalteten, um ein stabiles hohes Blutdruckniveau zu erreichen (im Langzeitversuch
100-500 µl, Durchschnitt 320 µl, im Kurzzeitversuch 200-400 µl, Durchschnitt 310 µl).
Anschließend wurden die Katheter entfernt, die A. und V. femoralis unterbunden
und die Wunden verna¨ht. In der Literatur werden Kollateralen zwischen der A. iliaca
interna und der A. poplitea beschrieben [63]. Unsere Vorversuche besta¨tigten, dass keine
motorischen Defizite aufgrund der Gefa¨ßunterbindung auftraten.
Als Kontrolle der Vorversuche wurde bei drei Tieren nur der Blutdruck gesenkt, ohne
die Karotiden zu verschließen. Bei einem weiteren erfolgte ein Verschluss der Aa. caroti-
des communes ohne eine Blutdrucksenkung. Sowohl Haupt- als auch im Kurzzeitversuch
erhielten die Tiere der Kontrollgruppe die gleiche operative Behandlung wie die Ischa¨mie-
tiere ohne die Absenkung des Blutdrucks und den Karotidenverschluss. Ob ein Tier der
Kontroll- oder der Ischa¨miegruppe angeho¨ren wu¨rde, wurde vor Beginn der Narkoseeinlei-
tung ausgelost. Im Hauptversuch wurden die Tiere in zwei Gruppen zu je 12 Tieren mit je
4 Kontroll- und 8 Ischa¨mietieren operiert. Im Kurzzeitversuch fanden 6 Tiere Verwendung.
Davon waren 4 Ischa¨mie- und 2 Kontrolltiere.
3.3 Verhaltenstests
Um die durch zerebrale Ischa¨mie entstandenen Scha¨den funktionell nachzuweisen, wurden
Verhaltenstests durchgefu¨hrt. Dabei kamen unterschiedliche Tests zum Einsatz, welche
verschiedene Aspekte der Scha¨digung beleuchten sollten. Um ein aussagekra¨ftiges Ergeb-
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nis zu erzielen, wurden die Tests in der aktiven Zeit der Ratten, also ab dem Beginn der
Dunkelphase durchgefu¨hrt und erfolgten durch einen verblindeten Untersucher.
Abbildung 3.1: Ablaufschema der Verhaltenstests: LR - LadderRung, G - Eingewo¨hnung, BL -
Baseline (Ausgangslinie), OP - Zwei-Gefa¨ß-Verschluss mit Hypotension, OF - Open-Field-Test,
OR - Object-Recognition-Test, RAM - Radial-Arm-Maze, P - To¨tung und Perfusion.
3.3.1 LadderRung
In Anlehnung an fru¨here Versuchsreihen unserer Arbeitsgruppe hat es sich bewa¨hrt, mo-
torische Defizite nach Hirnscha¨digung mit dem LadderRung zu eruieren. Der Ablauf ori-
entierte sich an der Arbeitsgruppe um Metz [42]. Der Test bestand aus horizontalen, im
Abstand variierbaren Metallsprossen, welche an beiden Enden an einer hohen Plexiglas-
platten befestigt sind. Die Sprossen fu¨hren auf den Heimatka¨fig zu.
An Tag zwei vor der Operation lernten die Tiere in je drei Durchla¨ufen den Ver-
suchsaufbau und -ablauf kennen. Am Tag vor der Operation erfolgte die Erhebung einer
Ausgangslinie (Baseline, BL), d. h. die Tiere liefen u¨ber ein fest gestecktes Sprossenmus-
ter. An den postoperativen Tagen 13 und 49 wurde der Test erneut durchgefu¨hrt. Bei
jedem Durchgang kam je ein anderes Sprossenmuster zum Einsatz, um mo¨gliche Lern-
prozesse zu vermeiden. Fu¨r jedes Sprossenmuster absolvierte jedes Tier drei Durchla¨ufe.
Jeder Lauf wurde gefilmt und anschließend am Computer die Fehltritte jeder einzelnen
Extremita¨t ausgewertet.
Abbildung 3.2: Aufbau des LadderRung
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3.3.2 Open-Field-Test
Die Aktivita¨t der Tiere wurde postoperativ mit dem Open-Field-Test abgebildet. Testauf-
bau und -durchfu¨hrung orientieren sich an der Beschreibung von Andreasson et al. [48].
Der Versuchsaufbau bestand aus einer Kunststoffkiste mit einer Grundfla¨che von 55 cm x
35 cm und einer Ho¨he von 40 cm. Die Grundfla¨che war durch ein mit Faserstift markiertes
Kreuz in vier Fla¨chen gleicher Form und Gro¨ße unterteilt.
Die Durchfu¨hrung des Open-Field-Tests erfolgte an den postoperativen Tagen 14,
15, 50 und 51. Nach Desinfektion des Innenraumes der Kiste bekamen die Ratten einzeln
fu¨r je zehn Minuten die Gelegenheit, den Versuchsaufbau zu erkunden. Wa¨hrend der Be-
obachtung wurde die Anzahl der U¨berquerungen der Linien und das Aufrichten inklusive
dem Hochspringen geza¨hlt. Nach Ablauf der zehn Minuten durften die Tiere in ihren Ka¨fig
zuru¨ck und der Versuchsaufbau wurde gereinigt.
3.3.3 Object-Recognition-Test
Als Test fu¨r Erinnerungsfa¨higkeit der Tiere wurde der Object-Recognition-Test in An-
lehnung an den Versuchsaufbau von A. Ennaceur und J. Delacour gewa¨hlt, welcher sich
an dem natu¨rlichen Erkundungsverhalten der Ratten orientiert [41]. Der Versuchaufbau
und die ersten beiden Tage, welche der Gewo¨hnung der Ratten an die Versuchsumgebung
dienten, entsprachen dem beschriebenen Open-Field-Test. Vor jedem Durchgang erfolgte
eine Desinfektion des gesamten Versuchsaufbau. An Tag 3 des Tests, das entsprach den
postoperativen Tagen 16 und 52 im Versuchsplan, fand das Tier in der nun vertrauten
Umgebung einen Gegenstand O1 (oranger wu¨rfelfo¨rmiger Glasu¨bertopf) vor. Es wurde die
Erkundungszeit fu¨r das Objekt gemessen und der Durchgang nach 30 Sekunden direktem
Erkunden (Beschnu¨ffeln und direkte Beru¨hrung, wenn diese nicht zum Abstu¨tzen diente)
oder maximal zehn Minuten abgebrochen. Diesem folgte eine Ruhephase von 30 Minu-
ten im Heimatka¨fig. Im zweiten Durchgang erhielt das Tier den bekannten O1 und einen
neuen Gegenstand O2 (Spu¨lmittelflasche 0,5 l, mit Wasser gefu¨llt), wobei die jeweilige
Erkundungszeit der Gegensta¨nde gemessen wurde. Dieser Durchgang endete nach fu¨nf
Minuten.
Anschließend wurde der Quotient aus der Erkundungszeit des bekannten und des
unbekannten Objektes gebildet, um die individuell unterschiedliche Aktivita¨t auszuglei-
chen. Je kleiner der Quotient war, desto mehr Zeit wurde verha¨ltnisma¨ßig zur Erkundung
des unbekannten Objektes aufgewendet.
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(a) Durchgang 1 (b) Durchgang 2
Abbildung 3.3: Aufbauschema des Object-Recognition-Tests
3.3.4 Radial-Arm-Maze
Ein aussagekra¨ftiger Test zur U¨berpru¨fung der Geda¨chtnisleistung bei Ratten ist das
Radial-Arm-Maze (RAM). Olton und Samuelson berichteten erstmals u¨ber ein achtar-
miges Labyrinth zum Test der Verarbeitung von ra¨umlichen Informationen [39]. Unser
Versuchsaufbau und die Auswertung orientierten sich an Hartman et al. [64]. Der Test
bestand aus einem achteckigen Zentrum mit einem Durchmesser von 40 cm und einer
Ho¨he von 35 cm. An jeder Seite schloss sich ein Gang von 80 cm La¨nge, 14 cm Breite und
17 cm Ho¨he an, welcher mit Plexiglas abgedeckt war. Jeder Gang war zur Zentralplatt-
form hin mit einer Falltu¨r verschlossen. Um alle Falltu¨ren gleichzeitig o¨ffnen zu ko¨nnen,
waren diese an einem Kunststoffring oberhalb des Zentrums befestigt. An der abschlie-
ßenden Wand des Ganges befand sich ein Symbol, um die Orientierung zu erleichtern. Das
gleiche Symbol war auf den Falltu¨ren aufgemalt. Als Hinweiszeichen um das Labyrinth
herum genu¨gte die natu¨rliche Umgebung in Form von Kachelwand, verschiedenen Ka¨figen
und der Tu¨r. Da der Anreiz fu¨r den Test aus Belohnungen in Form von Russisch-Brot-
Stu¨ckchen bestand, war es notwendig das Gewicht der Tiere vor Beginn des Versuches auf
85 % zu reduzieren.
Die Ratten lernten an den postoperativen Tagen 22 bis 25 fu¨r je zehn Minuten
den Versuchsaufbau kennen. Dabei wurde die natu¨rliche Neugierde mit in den Ga¨ngen
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Abbildung 3.4: Aufbau des Radial-Arm-Maze
verteilten Belohnungen unterstu¨tzt, welche sich im Laufe der Tage zunehmend auf die
Gangenden konzentrierten. An den postoperativen Tagen 24 und 25 wurden auch die
Falltu¨ren zum Einsatz gebracht, um die Tiere an das Gera¨usch zu gewo¨hnen, damit sie
sich nicht am ersten Versuchstag erschrecken. Vor jedem Versuch wurden die Ga¨nge und
das Zentrum desinfiziert.
Der Test begann fu¨r eine Ratte im Zentrum bei geschlossenen Tu¨ren. Mit dem
O¨ffnen der Tu¨ren bekam die Ratte Gelegenheit, in einen der Ga¨nge zu laufen und sich
die Belohnung am Ende des Ganges zu holen. Der Gangeintritt wurde geza¨hlt, wenn alle
vier Pfoten die Begrenzung zum Gang u¨berquert hatten. In diesem Moment wurden die
Tu¨ren geschlossen. Nach dem Verzehr der Belohnung wurde die Ratte vom Untersucher
wieder ins Zentrum gesetzt und die Tu¨ren fu¨r zehn Sekunden verschlossen gehalten, bevor
sie erneut geo¨ffnet wurden. Dieser Ablauf wiederholte sich so lange, bis alle Belohnun-
gen gefunden oder 15 Minuten verstrichen waren. Dabei entsprach der Eintritt in einen
schon besuchten Gang einem Fehler. Der Test wurde so lange wiederholt, bis an vier
aufeinanderfolgenden Tagen kein oder nur ein Fehler auftrat.
3.4 To¨tung und Gewebekonservierung
Zur histologischen Untersuchung der Ischa¨miescha¨den, wurden die Tiere in Kohlenstoff-
dioxid (CO2) gema¨ß den Richtlinien u¨ber das fachgerechte und tierschutzkonforme To¨ten
von Versuchstieren geto¨tet. Die Perfusion erfolgte zuna¨chst mit 50 ml PBS (Phosphate
Buffered Saline, phosphatgepufferte Salzlo¨sung) und anschließend mit 200 ml einer 4 %-
igen Formalinlo¨sung (AppliChem) mit einem pH-Wert von 7,4. Das pra¨parierte Gehirn
wurde zur Nachfixierung in 30 ml einer 4 %-igen Formalinlo¨sung eingebettet. Nach 24
Stunden begann die Entwa¨sserung der Gewebe mit einer 30 %-igen Sucroselo¨sung. Das
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Absinken der Gehirne auf den Boden des 50 ml fassenden Falcons (BD Labware) zeigte
eine ausreichende Entwa¨sserung an.
Die Kryokonservierung der Gehirne erfolgte durch das Eintauchen in 2-Methyl-
Butan bei einer Temperatur von -65 ◦C fu¨r 20 Sekunden. Anschließend wurden die Gewebe
in Aluminiumfolie gehu¨llt und bei -80 ◦C gelagert.
Das Schneiden der Gehirne erfolgte nach der Free-Floating-Methode im Kryostat
(Research Cryostat Leica CM3050 S) bei -21 ◦C in Schnitte von 40 µm Dicke. Die Schnit-
te wurden direkt in eine 48-Well-Platte u¨berfu¨hrt (MultiwellTM BD Labware), wobei
jedes Well 500 µl geku¨hltes Kryoprotektat enthielt. Das Kryoprotektat enthielt folgen-
den Substanzen: NaH2PO4 0,013
mol
l
, Na2HPO4 0,038
mol
l
, zweimal destilliertes Wasser,
Ethylenglycol 4,8 mol
l
und Glycerol 3,25 mol
l
. Beim Schneiden erhielt ich Unterstu¨tzung
durch die Hilfswissenschaftler der Arbeitsgruppe. Die Aufbewahrung der Platten mit den
Gewebeproben erfolgte bei -20 ◦C.
3.5 Histologische Untersuchung
Als Surrogatparameter fu¨r die ischa¨mische neuronale Scha¨digung galt in erster Linie der
Nachweis degenerierter Neurone in der CA1-Region des Hippokampus und gegebenenfalls
im Neokortex. Die Tiere der Vor- und Kurzzeitversuche wurden drei, die des Langzeitver-
suchs 62 Tage nach der Operaton in CO2 geto¨tet und das Gehirn nach dem beschriebenen
Protokoll aufgearbeitet. Zur Bestimmung der Bregmapunkte wurde die auch lichtmikro-
skopisch auswertbaren Fa¨rbung mit Kaliumpermanganat genutzt, welche Bestandteil der
Fluoro-Jade-C-Fa¨rbung ist. Die Aufnahme und Auswertung der Gewebeproben der Vor-
versuche erfolgt am Fluoreszenzmikroskop (NIKON Eclipse Ti). Die Auswertung aller
histologischen Schnitte der Tiere des Lang- und Kurzzeitversuchs sowie die Aufnahme
der Bilder erfolgte mit dem Fluoreszenzmikroskop Zeiss LSM 710 (Laser: Diode 405 nm,
Argon 488 nm, Helium-Neon 543 nm; Objektiv: Plan-Apochromat 63x / 1.40 O¨l). Die
Aufnahme und Zusammenstellung der histologischen Bilder des Lang- und Kurzzeitver-
suches verdanke ich Dr. Daniel-Christoph Wagner. Bei der Durchfu¨hrung der Fa¨rbungen
wurde ich von Frau Elfi Quente unterstu¨tzt.
3.5.1 Fluoro-Jade-C-Fa¨rbung
Die Fa¨rbung der Gewebsschnitte mit Fluoro-Jade C orientierte sich am Protokoll von
L. Schmued et al. [56]. Alle Arbeitsschritte erfolgten bei Raumtemperatur in einer feuchten
Kammer unter Lichtabschluss.
Die Schnitte im vorderen Bereich des Hippokampus wurden dreimal fu¨r je fu¨nf Mi-
nuten in 1 x PBS (Instamed 9,55 g/l PBS Dulbecco, Biochrom AG) gewaschen. Es folgten
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eine zehnminu¨tige Inkubation mit DAPI, zwei fu¨nfminu¨tige Waschga¨nge mit 1 x PBS und
ein dritter fu¨nfminu¨tiger Waschgang mit destilliertem Wasser. Anschließend wurden die
Schnitte fu¨r fu¨nf Minuten mit 0,06 %-iger Kalium-Permanganatlo¨sung behandelt und fu¨r
zwei Minuten in destilliertem Wasser gewaschen.
Die Fluoro-Jade-C-Stocklo¨sung wurde aus 5 mg Fluoro-Jade C-Pulver (Histo-Chem
Inc., REF: 838-1043AB-1676) mit 50 ml destilliertem Wasser hergestellt. Aus dieser
Stocklo¨sung musste die 0,0001 %-ige Arbeitslo¨sung durch eine Verdu¨nnung mit 0,1 %-iger
Essigsa¨ure ta¨glich frisch hergestellt werden. Mit dieser Arbeitslo¨sung wurden die Schnitte
fu¨r 30 Minuten inkubiert und dreimal fu¨r je eine Minute mit destilliertem Wasser ausge-
waschen.
Die Gewebeproben wurden auf beschriftete Objekttra¨ger aufgezogen und an der Luft
getrocknet. Nach einer zweiminu¨tigen Vorbehandlung mit Xylol erfolgte die Eindeckelung
der Schnitte mit Entellan (Merck).
3.5.2 GFAP/Iba1/Fluoro-Nissl/DAPI-Fa¨rbung
Fu¨r diese Fa¨rbung fanden Schnitte bei Bregma -2,32 und -2,64 Verwendung, was dem ros-
tralem Teil des Hippokampus in seiner Aufteilung in die Regionen CA1 - CA3 entspricht.
[65] Alle Fa¨rbeschritte fanden in einer feuchten Kammer, wenn nicht anders angegeben
bei Raumtemperatur und ab der Sekunda¨rantiko¨rperinkubation zusa¨tzlich unter Lichtab-
schluss statt.
Die ausgewa¨hlten Schnitte wurden dreimal fu¨r je fu¨nf Minuten mit 1 x PBS gewa-
schen und anschließend fu¨r 60 Minuten die unspezifischen Bindungen mit einer Lo¨sung
aus 5 %-igem Ziegenserum, 0,3 %-igem PBS und Triton X-100 (Triton X-100 BioChemica,
AppliChem) blockiert. Fu¨r die Inkubation mit dem Prima¨rantiko¨rper u¨ber 24 Stunden
bei 4 ◦C bzw. zwei Stunden bei Raumtemperatur wurden Kaninchen-anti-Iba1 (Wako
019-19741) und Maus-anti-GFAP (Sigma G3893) je in eine Verdu¨nnung von 1:200 in PBS
0,3 %, Triton X-100 und 5 % Ziegenserum gebracht.
Es folgten drei fu¨nfminu¨tige Waschga¨nge in PBS und eine zweistu¨ndige Sekun-
da¨rantiko¨rperinkubation mit Ziege-anti-Kaninchen (Alexa 488; Invitrogen A11034) und
Ziege-anti-Maus (Alexa 546; Invitrogen A11018) je in einer Verdu¨nnung von 1:200 in PBS
0,3 %, Triton X-100 und 1 % Ziegenserum. Es schlossen sich drei fu¨nfminu¨tige Waschga¨nge
mit 1 x PBS an, bevor fu¨r 20 Minuten eine Lo¨sung aus NeuroTrace 640/660 deep-red fluo-
rescent Nissl stain-Stammlo¨sung (Molecular Probes N21483) verdu¨nnt 1:100 in 1 x PBS
aufgebracht wurde. Nach einem 60-minu¨tiger Waschgang mit 1 x PBS folgte die Fa¨rbung
mit DAPI-Arbeitslo¨sung (AppliChem A1001) u¨ber 10 Minuten. Die Lo¨sung wurde dreimal
mit 1 x PBS fu¨r je fu¨nf Minuten ausgewaschen.
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Bei allen Antiko¨rperfa¨rbungen wurden pro Schnitt 75 µl pipettiert und die beno¨tigte
Menge der Chemikalien je nach Anzahl der Gewebeproben kalkuliert. Die Gewebe wurden
auf beschriftete Objekttra¨ger aufgezogen und mit Eindeckmedium (DAKO MountingMe-
dium) feucht eingedeckt.
3.5.3 NeuN-Fa¨rbung
Die Fa¨rbung mit NeuN an Schnitten bei Bregma -2,36 verlief nach folgendem Protokoll
bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer und ab Zugabe des Sekunda¨rantiko¨rpers
unter Lichtabschirmung.
Die Schnitte wurden dreimal fu¨r fu¨nf Minuten in 1 x PBS gewaschen. Nach der
Blockierung unspezifischer Bindungsstellen durch die Zugabe von PBS 0,3 %, Triton X-
100 und Ziegenserum 5 % fu¨r eine Stunde erfolgte eine zweistu¨ndige Inkubation mit
dem Prima¨rantiko¨rper Maus-anti-NeuN (Anti-NeuN Antibody, clone A60 — MAB377,
Merck Millipore) in einer Verdu¨nnung 1:400 in 5 % Ziegenserum, PBS 0,3 % und Tri-
ton X-100. Es schlossen sich weitere drei Waschungen in PBS fu¨r fu¨nf Minuten an. Die
Sekunda¨rantiko¨rperinkubation mit Ziege-anti-Maus (Alexa 488, Firma Invitrogen) verlief
u¨ber zwei Stunden in einer Verdu¨nnung von 1:200 in 1 % Ziegenserum und 1 x PBS.
Nach einer fu¨nfminu¨tigen Waschung in PBS wurde eine Fa¨rbung mit DAPI (AppliChem
A1001) fu¨r zehn Minuten durchgefu¨hrt. Es folgten drei fu¨nfminu¨tige Waschungen in PBS.
Die noch feuchten Schnitte wurden auf beschriftete Objekttra¨ger aufgezogen und
mit Eindeckmedium (DAKO MountingMedium) eingedeckt.
3.6 Statistik
Die statistische Auswertung der erhobenen Daten erfolgte mit dem Programm GraphPad
Prism Version 5.01. Um Unterschiede zwischen der Ischa¨mie- und der Kontrollgruppe
auf Signifikanz zu testen, fand der ungepaarte t-Test Verwendung. Zum Vergleich der
Varianzen der Gruppen wurde der F-Test verwendet.
Fu¨r einen Vergleich u¨ber die Zeit fand beim LadderRung und dem Open-Field-Test
ein ANOVA (Analysis of variance, Analyse der Varianzen, Two Way Repeated Measures
One Factor Repetition) mit Mehrfachkorrektur nach der Holm-Sidak-Methode Verwen-
dung.
Fu¨r den Kurvenvergleich des RAM kamen der Log-rank (Mantel-Cox) Test und der
Gehan-Breslow-Wilcoxon Test zur Anwendung.
Das Signifikanzniveau wurde auf p = 0,05 festgelegt. In den Abbildungen wird der
Mittelwert ± einfache Standardabweichung dargestellt. Die Durchfu¨hrung der statisti-
schen Tests und die Erstellung der Graphen erfolgte durch Dr. Daniel-Christoph Wagner.
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4 Ergebnisse
4.1 Herz-Kreislauf-Stillstand durch Ventrikelflimmern
Die meisten zerebralen Globalischa¨mien beim Menschen werden durch einen Herz-Kreislauf-
Stillstand, insbesondere durch Kammerflimmern, verursacht. Aufgrund dessen wurde ein
entsprechendes Tiermodell ausgewa¨hlt. Durch eine U¨berstimulation des Herzens sollte
mo¨glichst organschonend ein stabiles Ventrikelflimmern ausgelo¨st werden. Eine U¨bersich
u¨ber den Operationsablauf ist in der Abbildung 4.1 dargestellt. Von den verschiedenen
untersuchten Stimulationsbedingungen erwiesen sich eine Stimulationsfrequenz von 50 Hz
und eine Amplitude von 300 mV als wirksam (Details nicht dargestellt, siehe auch Kapi-
tel 5.1.1). Nach einer Stimulationszeit von 45 Sekunden ließ sich ein stabil persistierendes
Ventrikelflimmern auslo¨sen. Innerhalb der ersten Minute nach Stimulationsbeginn setzte
bei den Tieren der Atemstillstand ein. Bei einer Stimulation mit einer geringeren Frequenz
bzw. Amplitude oder u¨ber eine ku¨rzere Zeitspanne waren regelma¨ßig Spontankonversionen
in den Sinusrhythmus mit Blutdruckaufbau zu beobachten. Es musste erneut stimuliert
werden, was zu starken Schwierigkeiten in der Reproduzierbarkeit der Scha¨den fu¨hrte.
Unter Beru¨cksichtigung verschiedener Aspekte wurde die Operation modifiziert, um
einen optimalen Ausgangszustand fu¨r das Kammerflimmern und die Reanimation zu er-
halten. So konnte eine ku¨nstliche Hyperventilation durch eine Blutgasanalyse identifiziert
und mithilfe der druckkontrollierten Beatmung normalisiert werden. Durch eine etwas
abgeminderte Drucktiefe bei der Herzdruckmassage ließ sich die Lunge schonen. In der
Obduktion zeigte sich das Organ anschließend makroskopisch unversehrt, d.h. nicht einge-
blutet durch ein Thoraxtrauma. Auch die Funktionsfa¨higkeit blieb anscheinend erhalten,
da wiederholt spontane Atemzu¨ge wa¨hrend der Reanimation beobachtet werden konnten.
Eine Verwechslung mit einer terminalen Schnappatmung war aufgrund der Zeitdauer des
Auftretens, der Frequenz und der geringen Tiefe der Atemzu¨ge auszuschließen.
Wa¨hrend der Herzdruckmassage wurde ein Blutdruck im Bereich von 15 mmHg bis
40 mmHg mit einem MAP von etwa 20 mmHg aufgebaut. Eine Erho¨hung des Blutdrucks
auf einen Bereich von 30 mmHg bis 70 mmHg mit einem MAP von etwa 40 bis 50 mmHg
konnte durch die Gabe von Adrenalin erzielt werden. Ein hochphysiologischer Bereich der
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(a) U¨berblick u¨ber den Operationsverlauf
(b) Blutdruckabfall bei Stimulationsbeginn (c) Defibrillation
Abbildung 4.1: Stimulation mit 50 Hz, Impulsbreite 10 ms, Amplitude 300 mV - obere Zeile
(rot): Blutdruck, untere Zeile (blau): Oberfla¨chen-EKG (a) U¨berblick wa¨hrend U¨berstimulation
und Reanimation. (b) Effektive Kammerstimulation fu¨hrt zu einem Blutdruckabfall. (c) Effektive
Herzdruckmassage mit Defibrillation. (b), (c) Vergro¨ßerung der Ausschnitte aus (a).
Herzfreqenz von 400 Schla¨gen pro Minute wurde nicht erreicht, mit einer Frequenz von
etwa 300 Schla¨gen pro Minute war die Herzdruckmassage jedoch nicht unphysiologisch.
Bei Einsetzen der Wiederbelebungsmaßnahmen innerhalb von zwei Minuten nach
Beginn des Flimmerns war ein erneuter Blutdruckaufbau mit anschließender Kreislauf-
stabilisierung meist problemlos mo¨glich. Erfolgte eine Verla¨ngerung der Ischa¨miezeit auf
u¨ber zwei Minuten, blieb aber unter drei Minuten, war eine Wiederbelebung bei einem
Teil der Tiere mo¨glich (vergleiche Abbildung 4.2). Wurde die Flimmerzeit auf u¨ber drei
Minuten verla¨ngert, gelang eine erfolgreiche Reanimation trotz verschiedener Modifika-
tionen und letztlich Hilfe sehr erfahrener Kollegen (vergleiche auch Kapitel 5.1.1) nicht.
Zum Teil trat eine pulslose elektrische Aktivita¨t auf. Ein Tier zeigte Eigenaktionen mit
einer Herzfrequenz von 100 Schla¨gen pro Minute, welche allerdings nicht ausreichten, um
einen stabilen Blutdruck aufzubauen (vgl. Abbildung 4.2).
Da eine zerebrale Ischa¨miezeit von drei Minuten von der klinischen Realita¨t weit
entfernt sind, erwies sich dieses Modell als nicht geeignet, um einen Hirnschaden nach
Kreislaufstillstand durch Ventrikelflimmern darzustellen und Therapieoptionen zu entwi-
ckeln bzw. zu optimieren. Das Zwei-Gefa¨ß-Verschluss-Modell mit Hypotension bot eine
Alternative zur Untersuchung langfristiger neuronaler Defizite nach einer Ischa¨mie.
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(a) Bludruckaufbau ohne Herz-Druck-Massage (b) pulslose elektrische Aktivita¨t
Abbildung 4.2: Stimulation mit 50 Hz, Impulsbreite 10 ms, Amplitude 300 mV - obere Zeile
(rot): Blutdruck, untere Zeile (blau): Oberfla¨chen-EKG. (a) Sinusrhythmus mit Blutdruckaufbau
wa¨hrend Reanimation nach 3 Minuten Herz-Kreislauf-Stillstand. (b) Pulslose elektrische Aktivita¨t
wa¨hrend Reanimation nach 4:40 Minuten Herz-Kreislauf-Stillstand.
4.2 Globalischa¨mie - Vorversuche
4.2.1 Bestimmung der Verschlusszeit der Aa. carotides communes
In den Vorversuchen zum Zwei-Gefa¨ß-Verschluss-Modell diente die Fluoro-Jade-C-Fa¨rbung
fu¨r degenerierte Neurone als Erfolgkontrolle fu¨r eine Scha¨digung nach einer bestimmten
Ischa¨miezeit. Dafu¨r war eine U¨berlebenszeit der Tiere nach der Scha¨digung von mindes-
tens drei Tagen erforderlich.
Als Ausgangspunkt wurde mit einer Arterienverschlusszeit mit Hypotonie von 15
Minuten begonnen (vgl. Abbildung 4.3). Die Definition des Zielbereiches des MAP auf
kleiner 35 mmHg erfolgte basierend auf publizierten Daten, die nahelegen, dass dies zu
einer reproduzierbaren zerebralen Scha¨digung bei zugleich vertretbarer Letalita¨t fu¨hrt.
Nach einer Ischa¨miezeit von 15 Minuten bewegte sich das Tier nach der Operation kaum
und verstarb in der Nacht. Die Senkung des MAP in den angestrebten Bereich zwischen
30 und 35 mmHg fu¨r zwo¨lf Minuten entsprach dabei nicht der vollsta¨ndigen Dauer des
Verschlusses der Aa. carotides communes. Der mittlere MAP wa¨hrend der Ischa¨miezeit
lag bei 34,8 mmHg. Die La¨nge der Blutdrucksenkung entsprach in etwa der spa¨ter be-
schriebenen Kontrolle (vgl. Kapitel 4.2.3), welche schon nach einer Blutdrucksenkung
ohne Karotidenverschluss degenerierte Neurone aufwies. Nach diesem Ergebnis galten 15
Minuten als Ischa¨miezeit zu lang, sodass die Gefa¨ßverschlusszeit reduziert wurde.
Nach einer Verschlusszeit der Aa. carotides communes von zwo¨lf Minuten mit Hy-
potonie (vgl. Abbildung 4.4) wiesen die zwei operierten Tiere ein normales Verhalten auf,
wurden aber zwei Tage nach der Operation tot im Ka¨fig aufgefunden. Der MAP beider
Tiere lag wesentlich ho¨her als bei dem Tier mit 15 Minuten Ischa¨miezeit. Bei einem Tier
lag der MAP zwar fu¨r die Dauer des Karotidenverschlusses unter 40 mmHg, aber nur fu¨r
weniger als eine Minute unter 35 mmHg. Das zweite Tier wies nur fu¨r knapp zwei Minu-
ten einen MAP unter 40 mmHg auf. Damit lag der Blutdruck sogar ho¨her als jener der
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Abbildung 4.3: Verschluss der Aa. carotides communes fu¨r 15 Minuten mit Blutdrucksenkung -
obere Zeile (rot): Blutdruck, mittlere Zeile (gru¨n): Herzfrequenz, untere Zeile (blau): MAP. Der
MAP lag fu¨r 12 Minuten unter 35 mmHg, fu¨r 18 Minuten unter 40 mmHg, fu¨r 21:30 Minuten
unter 50 mmHg, der Mittelwert des MAP wa¨hrend des Karotidenverschlusses lag bei 34,8 mmHg.
zwei spa¨ter beschriebenen Kontrollen mit ausschließlicher Blutdrucksenkung ohne Hin-
weise auf degenerierte Neurone (vgl. Kapitel 4.2.3). Die Ischa¨mie fu¨hrte in diesen Fa¨llen
sogar ohne Blutdruckabsenkung in den Zielbereich von 30 bis 35 mmHg zu einem letalen
neurologische Schaden. Auch zwo¨lf Minuten Ischa¨miezeit waren daher ungeeignet, sodass
die Gefa¨ßverschlusszeit auf zehn Minuten reduziert wurde.
(a) 2-VO 12 Minuten mit Blutdrucksenkung (b) 2-VO 12 Minuten mit Blutdrucksenkung
Abbildung 4.4: Verschluss der Aa. carotides communes fu¨r 12 Minuten und Blutdrucksenkung -
obere Zeile (rot): Blutdruck, mittlere Zeile (blau): MAP, untere Zeile (gru¨n): Herzfrequenz. (a)
MAP lag fu¨r 45 Sekunden unter 35 mmHg, fu¨r 13:45 Minuten unter 40 mmHg, fu¨r 16:40 Minuten
unter 50 mmHg, der Mittelwert des MAP wa¨hrend des Karotidenverschlusses lag bei 37,9 mmHg.
(b) MAP lag fu¨r 2 Minuten unter 40 mmHg, fu¨r 18 Minuten unter 50 mmHg, der Mittelwert des
MAP wa¨hrend des Karotidenverschlusses lag bei 44,8 mmHg.
Da die Tiere nach einer Ischa¨miezeit von 15 bzw. 12 Minuten aufgrund ihres vor-
zeitigen Todes nicht perfundiert werden konnten und die Fluoro-Jade-C-Fa¨rbung den
Nachweis degenerierter Neurone erst drei Tage nach einer Ischa¨mie ermo¨glicht, liegen fu¨r
diese Tiere keine histologischen Daten vor.
4.2.2 Bestimmung der Verschlussmethode der Aa. carotides
communes
Bei der Charakterisierung des Tierversuchs mit zehnminu¨tiger Ischa¨mie zeigte sich uner-
wartet ein Unterschied, ob die Aa. carotides communes nur mit Gefa¨ßklemmen verschlos-
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sen oder der Verschluss zusa¨tzlich durch einen Fadenhochzug versta¨rkt worden war. Bei
einem Gefa¨ßverschluss durch eine Gefa¨ßklemme beziehungsweise einen Faden waren bei
zwei von vier Tieren keine degenerierenden Neurone nachweisbar. Bei einem der beiden
Fluoro-Jade-C-negativen Tiere lag der MAP fu¨r 7:29 Minuten unter 50 mmHg. Bei dem
anderen Tier unterschritt der MAP fu¨r 17:43 Minuten 50 mmHg und sogar fu¨r 1:34 Mi-
nuten 30 mmHg. Allerdings befand er sich lediglich fu¨r 4 Minuten im Zielbereich von
30 - 35 mmHg und fu¨r 6:26 Minuten unter 40 mmHg.
Bei einem der beiden anderen Tiere zeigten sich spezifische Fluoro-Jade-C-Fa¨rbungen
im Kortex aber nicht im Hippokampus nach einer a¨hnlich kurzen Absenkung des Blut-
druckes. Dabei lag der MAP sogar fu¨r eine knappe Minute unter 25 mmHg. Bei dem
zweiten Tier ließen sich spezifische Fa¨rbungen von Neuronen einseitig in Hippokampus
und Kortex nachweisen, nachdem der MAP u¨ber eine Zeit von 13:22 Minuten unter
50 mmHg und davon reichlich 9 Minuten in den Zielbereich gesenkt worden war (vgl.
Abbildung 4.5). Es musste kein Tier vorzeitig geto¨tet werden. Eine dauerhafte Senkung
des MAP in den Zielbereich und ein sicherer Verschluss der Aa. carotides communes waren
in Anbetracht der vorliegenden Ergebnisse die Hauptkomponenten fu¨r einen reproduzier-
baren Ischa¨mieschaden.
Es erfolgten weitere Vorversuche zur Optimierung und Charakterisierung der Me-
thode. Um den Arterienverschluss zu sichern, wurden dabei grundsa¨tzlich nach der Blut-
drucksenkung die Aa. carotides communes mit Gefa¨ßklemmen und zusa¨tzlich u¨ber Faden-
hochzug verschlossen.
Zwei der elf Tiere mussten wegen Atemnot und rezidivierenden Krampfanfa¨llen vor
Ablauf der drei fu¨r die Fluoro-Jade-C-Fa¨rbung beno¨tigten Tage geto¨tet werden. Der MAP
des einen Tieres lag stabil u¨ber 12:26 Minuten unter 35 mmHg und dabei zusa¨tzlich fu¨r
1:38 Minuten unter 30 mmHg. Bei dem zweiten Tier verlief der Blutdruck insgesamt sehr
instabil mit einem MAP von nur knapp 5 Minuten kleiner 35 mmHg, jedoch 1:40 Mi-
nuten geringer als 30 mmHg. Damit ist ein weiterer wichtiger Parameter fu¨r das Modell
identifiziert: Ein stabiler Blutdruck, besonders nach der induzierten Hypotension, mit
Vermeidung von Schwankungen in beide Richtungen.
Ein weiteres Tier wurde am Tag nach der Operation tot im Ka¨fig aufgefunden.
Zuvor wies es Symptome einer Halbseitensymptomatik mit verminderter Motorik links
und verha¨ltnisma¨ßig sta¨rkerer Bewegung der rechten Ko¨rperha¨lfte auf. Der MAP hatte
nur fu¨r 3 Sekunden 35 mmHg unterschritten, der Durchschnitt lag bei 38,7 mmHg. Der
Blutdruck stabilisierte sich am Ende der Operation aber nur ungenu¨gend. Die Symptome
wiesen starke A¨hnlichkeit mit denen der Tiere nach induziertem Schlaganfall in unse-
rer Arbeitsgruppe auf. Da es tot aufgefunden wurde, war eine Perfusion nicht mo¨glich
gewesen. Zudem wa¨re es zu fru¨h postoperativ, um mittels der Fluoro-Jade-C-Fa¨rbung
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(a) 2-VO 10 Minuten mit Gefa¨ßklemme (b) Fa¨rbung mit Fluoro-Jade C
(c) 2-VO 10 Minuten mit Gefa¨ßklemme (d) Fa¨rbung mit Fluoro-Jade C
(e) Cortex medial (f) Cortex lateral (g) Hippokampus CA1 (h) Hippokampus CA2
Abbildung 4.5: Verschluss der Aa. carotides communes fu¨r 10 Minuten mit Gefa¨ßklemme und
Blutdrucksenkung - obere Zeile (rot): Blutdruck, mittlere Zeile (blau): MAP, untere Zeile (gru¨n):
Herzfrequenz. (a) Blutdrucksenkung kurz und sehr tief: MAP fu¨r 1:34 Minuten unter 30 mmHg,
4 Minuten unter 35 mmHg, 6:26 Minuten unter 40 mmHg, 17:43 Minuten unter 50 mmHg, der
Mittelwert des MAP wa¨hrend des Karotidenverschlusses lag bei 38,1 mmHg. (b) Kein Nachweis
degenerierter Neurone durch Fluro-Jade C. (c) Blutdrucksenkung lang in den Zielbereich: MAP
fu¨r 9:10 Minuten unter 35 mmHg, 12:15 Minuten unter 40 mmHg, 13:22 Minuten unter 50 mmHg,
der Mittelwert des MAP wa¨hrend des Karotidenverschlusses lag bei 34,3 mmHg. (d) Einseiti-
ge spezifische Anfa¨rbung degenerieter Neurone durch Fluoro-Jade C. (e)-(h) Vergro¨ßerung der
Ausschnitte aus (d).
aussagekra¨ftige Daten zu erhalten. Damit ließ sich nicht nachweisen, ob die spa¨ter im
Langzeitversuch beschriebenen Lakunen bei diesem Tier schon aufgetreten waren (vgl.
auch Abbildung 4.18). Fokale Scha¨digungen scheinen jedoch eine wichtige Komplikation
des Modells zu sein.
Von den acht u¨berlebenden Tieren nach einer Ischa¨miezeit von zehn Minuten mit
Blutdrucksenkung zeigten sechs eine spezifische Anfa¨rbung mit Fluoro-Jade C. Bei fu¨nf
Tieren war deutlich eine spezifische Fa¨rbung in der CA1-Region des Hippokampus und im
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Kortex nachweisbar. Bei zwei Tieren war zusa¨tzlich der Thalamus betroffen (vgl. Abbil-
dungen 4.6 und 4.7). Alle Tiere zeigten eine Senkung des MAP von 7:39 bis 13:25 Minuten
unter 40 mmHg. Der MAP unterschritt fu¨r 1:56 bis 11:40 Minuten 35 mmHg. 30 mmHg
wurden ho¨chstens fu¨r 1:57 Minuten unterschritten.
(a) 2-VO 10 min Karotidenverschluss mit
Gefa¨ßklemme und Arterienhochzug
(b) U¨bersicht Gehirn, Fluoro-Jade-C-Fa¨rbung
Abbildung 4.6: Verschluss der Aa. carotides communes fu¨r 10 Minuten mit Gefa¨ßklemme und
Hochzug der Arterien und Blutdrucksenkung - obere Zeile (rot): Blutdruck, mittlere Zeile (blau):
MAP, untere Zeile (gru¨n): Herzfrequenz. (a) MAP fu¨r 11:40 Minuten unter 35 mmHg, 13:25
Minuten unter 40 mmHg, 14:35 Minuten unter 50 mmHg, der Mittelwert des MAP wa¨hrend des
Karotidenverschlusses lag bei 33,2 mmHg. (b) U¨bersichtsaufnahme nach Fluoro-Jade-C-Fa¨rbung,
spezifische Fa¨rbung in CA1-Region des Hippokampus, im Neokortex und einseitig im Thalamus.
Ein weiteres Tier zeigte eine schwache Anfa¨rbung degenerierter Neurone in der CA1-
Region des Hippokampus und im Kortex, bei einer Senkung des MAP fu¨r 7:16 Minuten
in den Zielbereich und 11:13 Minuten unter 40 mmHg.
Von den Tieren ohne histologisch nachweisbarem Schaden wurden bei einem wa¨hrend
des Arterienverschlusses der Zielbereich fu¨r den Blutdruck mit einem durchschnittlichen
MAP von 39,7 mmHg nicht erreicht, 40 mmHg aber fu¨r 8:11 Minuten und 50 mmHg fu¨r
15 Minuten unterschritten. Das andere Tier ohne spezifische Anfa¨rbung wies einen opti-
malen Blutdruckverlauf auf. Der MAP unterschritt dabei sogar fu¨r 2 Minuten 25 mmHg
und 4 Minuten 30 mmHg, lag fu¨r 10 Minuten unter 35 mmHg, fu¨r 11:53 Minuten unter
40 mmHg und fu¨r 12:15 Minuten unter 50 mmHg. Warum bei diesem Tier keine spezifische
Fluoro-Jade-C-Fa¨rbung sichtbar war, liegt am ehesten an der schlechten Gewebequalita¨t.
Die wichtigste Parametera¨nderung gegenu¨ber der vorherigen Versuchsgruppe war
die doppelte Verschlussmethode der Aa. carotides communes. Mit diesem sicheren Ver-
schluss der Aa. carotides la¨sst sich auch bei individuell leicht schwankenden Blutdruck-
senkungen ein reproduzierbarer histologischer Schaden erzeugen. Wichtig war allerdings
eine anhaltende Blutdrucksenkung zumindest unter 40 mmHg, bestenfalls unter 35 mmHg.
Der durchschnittliche MAP wa¨hrend des Karotidenverschlusses allein erwies sich nicht als
verla¨sslicher Prognosemarker fu¨r eine Scha¨digung. In Anbetracht der vorliegenden Werte
erschien der Zielbereich des MAP von 30 bis 35 mmHg als hinreichend, ohne dass dieser
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(a) 2-VO 10 min Karotidenverschluss mit
Gefa¨ßklemme und Arterienhochzug
(b) Hippokampus, Fluoro-Jade-C-Fa¨rbung
(c) U¨bersicht Gehirn, Fluoro-Jade-C-Fa¨rbung (d) Regioneneinteilung im Gehirn
Abbildung 4.7: Verschluss der Aa. carotides communes fu¨r 10 Minuten mit Gefa¨ßklemme und Hoch-
zug der Arterien und Blutdrucksenkung - obere Zeile (rot): Blutdruck, mittlere Zeile (blau): MAP,
untere Zeile (gru¨n): Herzfrequenz. (a) MAP fu¨r 3,4 Sekunden unter 30 mmHg, fu¨r 2:43 Minuten
unter 35 mmHg, 11:50 Minuten unter 40 mmHg, 12:19 Minuten unter 50 mmHg, der Mittelwert
des MAP wa¨hrend des Karotidenverschlusses lag bei 37 mmHg, Herzrhythmussto¨rungen sichtbar.
(b) Degenerierte Neurone in CA1-Region des Hippokampus in Fluoro-Jade-C-Fa¨rbung, 20-fache
Vergro¨ßerung. (c) U¨bersichtsaufnahme nach Fluoro-Jade-C-Fa¨rbung, spezifische Fa¨rbung in CA1-
Region des Hippokampus, im Neokortex und im Thalamus. (d) U¨bersicht u¨ber die Regionen im
Gehirn. [65]
u¨ber die gesamte Zeitdauer des Verschlusses der Aa. carotides communes aufrechterhalten
werden mu¨sste. Da es bei einer Ischa¨miezeit von 10 Minuten zum einen zu einer nicht uner-
heblichen Letalita¨t, zum anderen zu einem sicheren Nachweis von histologischen Scha¨den
kam, erschien diese Zeit fu¨r unser Modell optimal.
Ein weiterer ausschlaggebender Punkt fu¨r den Erfolg des Modells liegt in einer
schnellen Erholung der Tiere nach der Ischa¨mie. Eine wichtige Vorraussetzung dazu ist
eine schnelle, mo¨glichst gewebeschonende Pra¨paration der Gefa¨ße und eine schonende In-
und Extubation.
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4.2.3 Identifikation ada¨quater Kontrollen
Um ada¨quate Kontrolltiere zu erhalten, sollten diese so weit wie mo¨glich die gleiche Be-
handlung wie die Ischa¨mietiere erfahren. Es wurde davon ausgegangen, dass der alleinige
Verschluss der Aa. carotides communes bzw. die alleinige Blutdrucksenkung nicht zu ei-
nem histologisch nachweisbaren Schaden fu¨hren wu¨rde. Dies sollte in einem na¨chsten
Schritt untersucht werden.
Bei drei Tieren wurde eine Blutdrucksenkung ohne Verschluss der Aa. carotides
communes durchgefu¨hrt (vgl. Abbildung 4.8). Dabei zeigte sich bei einem dieser Tiere
eine spezifische Fa¨rbung in der CA1-Region des Hippokampus. Der MAP des Tieres lag
fu¨r 3 Minuten unter 30 mmHg, 11:52 Minuten unter 35 mmHg, 12 Minuten unter 40 mmHg
und 13 Minuten unter 50 mmHg. Bei dem zweiten Tier war, trotz der la¨ngeren Senkung des
MAP in den Zielbereich unter 35 mmHg (13:52 Minuten) sowie fu¨r 18:48 Minuten unter
50 mmHg, 16:11 Minuten unter 40 mmHg und 1 Minute unter 30 mmHg, keine spezifische
Fa¨rbung in der CA1-Region nachweisbar. Bei dem dritten Tier ließ sich der MAP nicht
unter 35 mmHg senken. Dafu¨r lag der MAP fu¨r 20 Minuten unter 50 mmHg und fu¨r
15 Minuten unter 40 mmHg. Auch hier war keine spezifische Fa¨rbung nachweisbar. Damit
la¨sst auch eine Blutdrucksenkung ohne Verschluss der Aa. carotis keine Prognose fu¨r die
Histologie zu. Bei dem Tier mit histologischem Schaden lag der durchschnittliche MAP
wa¨rend der Blutdruckabsenkung bei 31,2 mmHg, bei den beiden anderen bei 31,9 mmHg
bzw. 39,6 mmHg.
Bei einem weiteren Kontrolltier wurden die Aa. carotides communes fu¨r 10 Minuten
verschlossen, ohne den Blutdruck zu senken (siehe Abbildung 4.9). Im Gewebe ließ sich
eine geringe, aber zumindest nicht spezifische Fa¨rbung, in der CA1-Region nachweisen.
Somit fu¨hrte diese Operationsmethode ebenfalls nicht zu ada¨quaten Kontrollen.
4.3 Globalischa¨mie - Langzeitversuch
4.3.1 Operation
Die Operationen verliefen nach der im Kapitel 3.2.2 beschriebenen Vorgehensweise. Zwei
Ratten entwickelten nach der Operation Symptome eines epileptiformen Ereignisses und
mussten geto¨tet werden. Ein weiteres Tier zeigte spontane Blutdruckschwankungen zwi-
schen 50 und 100 mmHg und wurde daraufhin aus der Wertung ausgeschlossen. Da-
mit verblieben von den urspru¨nglich 24 Tieren 21 in der Studie, das entspricht einer
U¨berlebensquote von 87,5 %. Von diesen geho¨rten sechs in die Kontrollgruppe und 15 in
die Ischa¨miegruppe.
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(a) Blutdrucksenkung ohne Karotidenverschluss (b) Blutdrucksenkung ohne Karotidenverschluss
(c) Blutdrucksenkung ohne Karotidenverschluss (d) U¨bersicht Gehirn, Fluoro-Jade-C-Fa¨rbung
Abbildung 4.8: Kontrollgruppe Blutdrucksenkung ohne Verschluss der Aa. carotides communes. (a)
obere Zeile (rot): Blutdruck, mittlere Zeile (blau): Herzfreqenz, untere Zeile (gru¨n): MAP. MAP
fu¨r 15 Minuten unter 40 mmHg, 20 Minuten unter 50 mmHg, durchschnittlicher MAP wa¨hrend
Hypotension: 39,6 mmHg. (b) obere Zeile (rot): Blutdruck, mittlere Zeile (blau): MAP, untere
Zeile (gru¨n): Herzfrequenz. MAP fu¨r 1 Minute unter 30 mmHg, 13:52 Minuten unter 35 mmHg,
16:11 Minuten unter 40 mmHg, 18:48 Minuten unter 50 mmHg, durchschnittlicher MAP wa¨hrend
Hypotension: 31,9 mmHg. (c) obere Zeile (rot): Blutdruck, mittlere Zeile (blau): MAP, untere
Zeile (gru¨n): Herzfrequenz. MAP fu¨r 3 Minuten unter 30 mmHg, 11:52 Minuten unter 35 mmHg,
12 Minuten unter 40 mmHg, 13 Minuten unter 50 mmHg, durchschnittlicher MAP wa¨hrend Hy-
potension: 31,2 mmHg. (d) U¨bersichtsaufnahme nach Fluoro-Jade-C-Fa¨rbung nach Operation in
Abbildung (c), spezifische Fa¨rbung in CA1-Region des Hippokampus.
Abbildung 4.9: Kontrollgruppe Verschluss der Aa. carotides communes ohne Blutdrucksenkung
- obere Zeile (rot): Blutdruck, mittlere Zeile (blau): MAP, untere Zeile (gru¨n): Herzfrequenz.
Blutdruckverlauf MAP fu¨r 2:22 Minuten spontan unter 50 mmHg.
Wie in Abbildung 4.10 ersichtlich, zeigte sich der Blutdruck wa¨hrend der Verschluss-
zeit der Aa. carotides communes von 10 Minuten gut steuerbar (vgl. Abbildung 4.10).
In Anbetracht der Daten der Vorversuche war ein stabil gesenkter Blutdruck fu¨r die
Auslo¨sung eines histologisch nachweisbaren Schadens wichtiger als die Zeitdauer, fu¨r wel-
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(a) Ha¨modynamik Ischa¨mietier (b) Ha¨modynamik Kontrolltier
Abbildung 4.10: Ha¨modynamik wa¨hrend der Operation - obere Zeile (rot): Blutdruck, mittlere
Zeile (blau): MAP, untere Zeile (gru¨n): Herzfrequenz. (a) Verschluss der Aa. carotides communes
mit Hypotension. (b) Kontrollgruppe.
che der MAP 35 mmHg unterschritt. Somit lag der Zielbereich bei einem MAP unter
40 mmHg, wobei ein Bereich zwischen 30 und 35 mmHg angestrebt wurde.
In Hinblick auf den angestrebten Zielbereich konnten alle Ischa¨mietiere in die Studie
eingeschlossen werden. Mit Ausnahme von zwei Tieren unterschritt der mittlere arterielle
Blutdruck wa¨hrend der Ischa¨miezeit 35 mmHg fu¨r durchschnittlich 11:28 Minuten, in einer
Spanne von mindestens 10:18 Minuten und maximal 13:05 Minuten. Der MAP unterschritt
fu¨r durchschnittlich 12:17 Minuten 40 mmHg. (vgl. Abbildung 4.11)
Von den beiden Ausnahmen wies ein Tier der Ischa¨miegruppe nur fu¨r 42 Sekunden
einen MAP unter 35 mmHg auf. Der MAP verlief allerdings stabil und lag bei einem
Mittelwert von 36,3 mmHg wa¨hrend der Zeit des Karotidenverschlusses und fu¨r 12:02 Mi-
nuten unter 40 mmHg. Bei dem anderen Tier erreichte der MAP 35 mmHg, unterschritt
den Wert aber nicht. In diesem Fall verlief der MAP ebenfalls stabil, der Mittelwert lag
bei 37,9 mmHg. Es handelte sich um das Tier, bei dem der MAP mit 13:28 Minuten am
la¨ngsten 40 mmHg unterschritt. Somit erfu¨llten alle Ischa¨mietiere die Zielkriterien. Kein
Tier der Kontrollgruppe erreichte diesen niedrigen Blutdruckbereich.
Nach der oberen Zielbereichsgrenze wurde die untere Zielbereichsgrenze untersucht:
Die Ischa¨mietiere unterschritten 30 mmHg fu¨r durchschnittlich 2 Minuten. Bei neun der
15 Ischa¨mietiere sank der MAP fu¨r mindestens 1:40 Minuten unter 30 mmHg. Bei zwei
weiteren erreichte der MAP 30 mmHg fu¨r wenige Sekunden. Bei vier Ischa¨mietieren lag
der MAP durchweg u¨ber 30 mmHg.
Wa¨hrend des zehnminu¨tigen Verschlusses der Aa. carotides communes betrug der
MAP in der Ischa¨miegruppe durchschnittlich 33,19 mmHg ± 0,50 mmHg und lag damit
tiefer als der durchschnittliche MAP der Ischa¨mietiere in den Vorversuchen. U¨ber die glei-
che Beobachtungszeit ohne Verschluss der Arterien betrug der MAP der Kontrollgruppe
durchschnittlich 96,00 mmHg ± 2,03 mmHg. Die Gruppen unterschieden sich bezu¨glich
ihres MAP wa¨hrend der zehnminu¨tigen Beobachtungszeit statistisch signifikant. (vgl. Ab-
bildung 4.11, p ≺ 0,0001)
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(a) Zeitspanne des MAP unter 35 mmHg (b) MAP wa¨hrend des Karotidenverschlusses
Abbildung 4.11: MAP wa¨hrend des zehnminu¨tigen Verschlusses der Aa. carotides communes der
Ischa¨mietiere (n = 15) und Kontrolltiere (n = 6). (a) Mittelwert und Standardabweichung der
Zeitdauer in Sekunden fu¨r welche der MAP der Versuchstiere 35 mmHg unterschritt (unge-
paarter t-Test, p ≺ 0,05 (?)). (b) Mittelwert und Standardabweichung des MAP wa¨hrend des
Gefa¨ßverschlusses, Ischa¨mietiere (m = 33,2 ± 0,5 mmHg) und Kontrolltiere (m = 96 ± 2 mmHg)
weisen einen statistisch signifikanten Unterschied auf (ungepaarter t-Test, p ≺ 0,0001 (?)).
In den Vorversuchen wurde ein stabiler Blutdruckverlauf als wichtiger Parameter
fu¨r die Reproduzierbarkeit von histologischen Scha¨den identifiziert. Mit Hilfe der Fla¨che
unter der Kurve (engl. Area under the Curve, AUC) lassen sich Schwankungen im Blut-
druckverlauf u¨ber die Zeit in die Auswertung mit einbeziehen und dadurch das Ausmaß
der Blutdrucksenkung genauer abbilden. Die erechneten Werten dienen dem Vergleich und
werden ohne Einheit dargestellt. Auch in diesem Fall weisen Kontroll- und Ischa¨miegruppe
statistisch signifikante Unterschiede auf (vgl. Abbildung 4.12 p ≺ 0,05).
Bei der Beobachtung des Blutdruckverlaufs nach Rezirkulation sind teilweise starke
Schwankungen aufgefallen. Die Anhebung des Blutdrucks auf ein stabiles Niveau nach
der Hypotension konnte in den Vorversuchen ebenfalls als wichtiger Parameter fu¨r einen
reproduzierbaren Schaden identifiziert werden. Um diese Schwankungen in die retrospek-
tive Scha¨digungsanalyse mit einzubeziehen, wurde der Beobachtungszeitraum von der
Karotidenverschlusszeit um die Zeit der Blutdruckabsenkung und Erholung auf insgesamt
1100 Sekunden erweitert. Die Zeit von 1100 Sekunden ergab sich aus der maximalen Zeit-
spanne, u¨ber welche von allen Tieren Blutdruckdaten aufgezeichnet worden war. Auch
im Vergleich des erweiterten Beobachtungszeitraums zeigen sich statistisch signifikante
Unterschiede zwischen der Ischa¨mie- und der Kontrollgruppe (p ≺ 0,05).
Im Verlauf der Operationen waren bei insgesamt zwo¨lf Tieren bradykarde Herzrhyth-
mussto¨rungen zu beobachten. Dies betraf insgesamt 11 Tiere aus der Ischa¨miegruppe:
Sieben Tiere wa¨hrend des Karotidenverschlusses, zwei Tiere außerhalb der Karotiden-
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verschlusszeit und zwei Tiere in beiden Phasen. Dies entsprach insgesamt 73 % der
Ischa¨mietiere. Zudem zeigte eines der sechs Kontrolltier Herzrhythmussto¨rungen, was
16,7 % entsprach. Eine ausgepra¨gte Bradykardie fu¨hrt wie eine Blutdruckabsenkung zu
einer Minderung der zerebralen Blutversorgung. Um auch diesen Einflussfaktor in die
Scha¨digungsanalyse mit einzubeziehen, wurde die AUC der Herzfrequenz bestimmt. Diese
zeigt in der Zeit des Verschlusses beider Aa. carotides communes in der Ischa¨miegruppe
gegenu¨ber den zehn Minuten Beobachtungszeit in der Kontrollgruppe einen statistisch
hochsignifikanten Unterschied (p ≺ 0,0001, vgl. Abbildung 4.12). Um die Herzfrequenz-
schwankungen auch unabha¨ngig des Karotidenverschlusses zu betrachten, wurde in dieser
Analyse der Beobachtungszeitraum ebenfalls auf 1100 Sekunden erweitert. Im Vergleich
der Werte der Ischa¨mie- gegenu¨ber der Kontrollgruppe zeigte sich ebenfalls ein statistisch
signifikanter Unterschied (p = 0,0017).
(a) AUC MAP wa¨hrend des Karotidenverschlus-
ses
(b) AUC Herzfrequenz wa¨hrend des Karotiden-
verschlusses
Abbildung 4.12: (a) Mittelwert und Standardabweichung der AUC des MAP wa¨hrend des Ver-
schlusses der Aa. carotides communes von Ischa¨mie- (n = 15, m = 19780 ± 318,7) und Kontroll-
tieren (n = 6, m = 57445 ± 1246) ist statistisch signifikant unterschiedlich (nichtgepaarter t-Test,
p ≺ 0,0001 (?)). (b) Mittelwert und Standardabweichung der AUC der Herzfrequenz wa¨hrend
des Verschlusses der Aa. carotides communes von Ischa¨mie- (n = 15, m = 150236 ± 5553) und
Kontrolltieren (n = 6, m = 216827 ± 14047) ist ebenfalls statistisch signifikant unterschiedlich
(nichtgepaarter t-Test, p ≺ 0,0001 (?)).
4.3.2 Verhaltenstests
In den Verhaltenstests erbrachten die Ratten keine konstanten Leistungen. Nahezu kein
Tier schnitt in allen Tests gleichermaßen gut oder schlecht ab. Meist war ein Tier in
einem Test gut oder besonders schlecht und lag in den anderen Tests im Mittelfeld. Eine
U¨bersicht des Ablaufs der verschiedenen Test findet sich in Abbildung 3.1.
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LadderRung
Fu¨r den LadderRung wurde ein Durchgang vor der Operation durchgefu¨hrt. In dieser
Ausgangslinie zeigten die Ischa¨mietiere mit durchschnittlich 1,6 ± 0,1 und die Kontroll-
tiere mit 1,8 ± 0,3 Fehlern pro Extremita¨t keinen statistisch signifikanten Unterschied in
ihrer Leistung (p = 0,4830). An Tag 13 nach der Operation war in beiden Gruppen eine
Verschlechterung der Leistungen erkennbar. Zwischen den Gruppen war kein statistisch
signifikanter Unterschied feststellbar (p = 0,7009), wobei die durchschnittliche Fehleran-
zahl pro Extremita¨t in der Ischa¨miegruppe bei 2,3 ± 0,2 und in der Kontrollgruppe bei
2,4 ± 0,5 lag. Im Vergleich zu den vorherigen Tests verschlechterten sich die Kontroll-
tiere an Tag 49 postoperativ erneut und zeigten mit durchschnittlich 3,1 ± 0,5 Fehlern
pro Extremita¨t ein statistisch signifikant schlechteres Ergebnis als die Ischa¨mietiere, die
sich mit 2,1 ± 0,1 Fehlern pro Extremita¨t etwas verbesserten (p = 0,0101, vgl. Abbildung
4.13). An Tag 13 korrelierte die AUC des MAP wa¨hrend der Karotidenverschlusszeit nicht
mit der Fehleranzahl im LadderRung (P = 0,1011, R2 = 0,1933). Am Tag 49 zeigte sich
allerdings eine Korrelation der Testergebnisse der Ischa¨mietiere mit der AUC des MAP
wa¨hrend des Gefa¨ßverschlusses (P = 0,042, R2 = 0,4799, vgl. Abbildung 4.13). Je tiefer
der Blutdruck wa¨hrend der Hypotoniephase sank, desto weniger Fehler unterliefen den
Tieren wa¨hrend des LadderRung.
Die Anzahl der Fehler an den postoperativen Tagen 13 und 49 liegt gegenu¨ber der
Ausgangslinie statistisch signifikant ho¨her. Das betrifft sowohl ihre Gesamtheit (p≺ 0,001),
als auch die Einzelwerte von Ischa¨mie- und Kontrollgruppe (pIscha¨mie Tag 13 vs BL ≺ 0,001,
pIscha¨mie Tag 49 vs BL = 0,011, pKontrolle Tag 13 vs BL ≺ 0,001, pKontrolle Tag 49 vs BL = 0,018, ANO-
VA). Dieser Anstieg in der Fehleranzahl deutet auf motorische Sto¨rungen hin, welche an-
scheinend unabha¨ngig von der durch zerebrale Ischa¨mie ausgelo¨sten neurologischen Defizi-
te auftreten. Die Verbesserung der Leistung der Ischa¨mietiere von Tag 13 zu Tag 49 weist
darauf hin, dass die Ischa¨mie womo¨glich keinen langfristig nachweisbaren motorischen
Schaden auslo¨st.
Open-Field-Test
Die Auswertung des Open-Field-Testes ergab keinen statistisch signifikanten Unterschied
zwischen der Ischa¨mie- und der Kontrollgruppe unabha¨ngig von den Testtagen (t-Test,
p  0,05). Die Gesamtaktivita¨t von Ischa¨mie- und Kontrollgruppe sank von Tag 14 auf
Tag 15 statistisch signifikant ab (Holm-Sidak Methode, p = 0,007, Critical Level: 0,017,
vgl. Abbildung 4.14).
In diesem Test war an Tag 50 postoperativ eine schwache Korrelation zwischen der
AUC des MAP wa¨hrend der Karotidenverschlusszeit und der Aktivita¨t der Ischa¨migruppe
zu erkennen (POpen-Field Tag 50 = 0,048, R
2
Open-Field Tag 50 = 0,27, vgl. Abbildung 4.14).
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(a) durchschnittliche Fehleranzahl im
LadderRung
(b) Korrelation AUC MAP mit LadderRung Tag 49
Abbildung 4.13: (a) Durchschnittliche Anzahl der Fehler pro Extremita¨t und Standardabweichung
beim Absolvieren des LadderRung-Tests am Tag vor der Operation (-1, BL), Tag 13 und Tag 49
nach der Operation. Ischa¨mietiere (n=15) und Kontrollen (n=6) unterscheiden sich vor der Opera-
tion und an Tag 13 postoperativ nicht statistisch signifikant voneinander (Tag -1: mIscha¨mie = 1,6 ±
0,1, mKontrolle = 1,8 ± 0,3, p = 0,48; Tag 13: mIscha¨mie = 2,3 ± 0,2, mKontrolle = 2,4 ± 0,5, p = 0,70)
nicht signifikant voneinander. An Tag 49 zeigen die Ischa¨mietiere eine statistisch signifikant ge-
ringere Fehleranzahl als die Kontrolltiere (mIscha¨mie = 2,1 ± 0,1, mKontrolle = 3,1 ± 0,5, p = 0,01
(?)). (b) Korrelation der AUC des MAP wa¨hrend des zehnminu¨tigen Verschlusses der Aa. caroti-
des communes mit dem LadderRung-Ergebnis der statistisch signifikant besseren Ischa¨miegruppe
(n = 15) an Tag 49 postoperativ. Je tiefer der Blutdruck gewesen war, desto besser zeigten sich
die Tiere in dem motorisch-sensorischen Test (P = 0,042, R2 = 0,48).
An den anderen Tagen war keine Korrelation zwischen dem MAP und der Aktivita¨t
nachweisbar (POpen-Field Tag 14 = 0,616, R
2
Open-Field Tag 14 = 0,02; POpen-Field Tag 15 = 0,171,
R2Open-Field Tag 15 = 0,14; POpen-Field Tag 50 = 0,048, R
2
Open-Field Tag 50 = 0,27; POpen-Field Tag 51
= 0,074,
R2Open-Field Tag 51 = 0,23).
Object-Recognition-Test
Im Vorversuch konnte gezeigt werden, dass Ratten weder O1 noch O2 bevorzugten. In
den Vortests war außerdem auffa¨llig, dass sich die Tiere nach 24 Stunden an das Objekt
erinnerten. Durch den großen zeitlichen Abstand ließ sich der Object-Recognition-Test
dennoch zweimal in die Testreihe integrieren.
Damit die Aktivita¨t der einzelnen Tiere den Objekt-Recognition-Test nicht beein-
flusste, wurde statt eines Vergleichs der Absolutzeiten der Quotient aus der Erkundungs-
zeit des bekannten und des unbekannten Objektes gebildet. Lag der Quotient bei 1, wur-
den beide Objekte gleichermaßen untersucht. War der Quotient kleiner 1, wurde das
unbekannte Objekt O2 bevorzugt.
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(a) Gesamtaktivita¨t im Open-Field-Test (b) Korrelation AUC MAP mit Gesamtaktivita¨t Tag 50
Abbildung 4.14: (a) Summe der Aktivita¨ten und Standardabweichung im Open-Field-Test an Tag
14, 15, 50 und 51 postoperativ. Zwischen der Ischa¨miegruppe (n=15) und der Kontrollgruppe
(n=6) besteht kein statistisch signifikanter Unterschied. Der Vergleich der Gesamtaktivita¨t zwi-
schen Tag 14 und 15 weist einen statistisch signifikanten Unterschied auf. (Holm-Sidak Methode,
p = 0,007 (?)) Tag 14: mIscha¨mie = 113,3 ± 8,7, mKontrolle = 114,3 ± 8,1, p = 0,95; Tag 15:
mIscha¨mie = 99,1 ± 12,3, mKontrolle = 84,5 ± 15,2, p = 0,51; Tag 50: mIscha¨mie = 120,2 ± 15,4,
mKontrolle = 102,3 ± 21,4, p = 0,53; Tag 51: mIscha¨mie = 126,2 ± 12,2, mKontrolle = 99,8 ± 22,6,
p = 0,28. (b) Schwache Korrelation der Aktivita¨t der Ischa¨miegruppe an Tag 50 mit der AUC des
MAP wa¨hrend des Verschlusses der Aa. carotides communes (P = 0,0483, R2 = 0,27). Je tiefer
der MAP desto geringer war die Aktivita¨t.
Bei der ersten Durchfu¨hrung am postoperativen Tag 16 lag der Quotient bei den
Ischa¨mietieren mit 0,92 ± 0,07 statistisch signifikant ho¨her als in der Kontrollgruppe mit
0,5 ± 0,07 (p = 0,0025, vgl. Abbildung 4.15). Damit schenkten die Ischa¨mietiere dem
schon bekannten Objekt verha¨ltnisma¨ßig mehr Aufmerksamkeit als die Kontrollgruppe,
welche die u¨berwiegende Zeit zur Erkundung des unbekannten Objektes nutzte.
Bei der zweiten Durchfu¨hrung an Tag 52 postoperativ lag der durchschnittliche
Quotient bei 0,91 ± 0,08 bei den Ischa¨mietieren und 0,88 ± 0,11 bei den Kontrolltieren.
Die Werte der Gruppen waren nicht statistisch signifikant unterschiedlich (p = 0,87).
Weder die Ischa¨mie- noch die Kontrollgruppe bevorzugte somit eines der beiden Objekte.
Trotz der statistisch signifikant schlechteren Objektwiedererkennung der Ischa¨mie-
gruppe an Tag 16 bestand keine Korrelation mit der AUC des MAP wa¨hrend des Ver-
schlusses der Aa. carotides communes (P = 0,30, R2 = 0,08, vgl. Abbildung 4.15).
Radial-Arm-Maze
Im Radial-Arm-Maze weigerten sich drei Tiere am Versuch teilzunehmen, davon ein
Ischa¨mietier und zwei Kontrolltiere. Zwei Ischa¨mietiere besuchten erst ab dem zweiten
Versuchstag und ein Ischa¨mietier erst ab dem dritten Versuchstag alle Ga¨nge. Wa¨hrend
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(a) Object-Recognition-Test (b) Korrelation AUC MAP mit OR Tag 16
Abbildung 4.15: (a) Quotient aus der Erkundungszeit fu¨r das bekannte Objekt O1 und der des
unbekannten Objekts O2 an den Tagen 16 und 52 postoperativ fu¨r Ischa¨mietiere (n=15) und
Kontrolltiere (n=6). Markiert sind Mittelwert und Standardabweichung. An Tag 16 verbrin-
gen die Kontrolltiere signifikant mehr Zeit mit der Erkundung des unbekannten Objekts als die
Ischa¨mietiere (mIscha¨mie = 0,92 ± 0,07; mKontrolle = 0,5 ± 0,07; p = 0,0025 (?)). An Tag 52 findet
sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen (mIscha¨mie = 0,91 ± 0,08;
mKontrolle = 0,88 ± 0,11; p = 0,87). Das Erinnerungsvermo¨gen der Ischa¨mietiere scheint somit
fu¨r einige Tage nach der Operation beeintra¨chtigt zu sein. (b) Korrelation der AUC des MAP
wa¨hrend des zehnminu¨tigen Karotidenverschlusses mit dem Quotient des Object-Recognition-
Tests der Ischa¨miegruppe (n=15) an Tag 16. Es bestand keine Korrelation (P = 0,30, R2 = 0,08).
der Etablierung des Tests war eine Verweigerung lediglich bei einem der zwo¨lf Tiere vor-
gekommen.
Der Test la¨sst sich nach verschiedenen Methoden auswerten. Einerseits besteht die
Mo¨glichkeit, die durchschnittliche Fehleranzahl pro Tag zu vergleichen [66]. Andererseits
kann ein Ziel definiert und die Zeit verglichen werden, die die Tiere beno¨tigen, um das
Ziel zu erreichen [64]. In der vorliegenden Arbeit wurde die zweite Variante gewa¨hlt. Da-
bei musste die Frage betrachtet werden, ob die Tage ab Beginn des Tests oder ab der
Erfu¨llung der Aufgabenstellung geza¨hlt werden. Als Beginn der Erfu¨llung der Aufgaben-
stellung wurde der Tag definiert, ab dem die Tiere bis zum Erreichen des Ziels in jedem
Durchgang alle Ga¨nge besuchen. Die Fragestellung ist besonders bei der Betrachtung der
Fehler interessant. Bei einem Tier, welches zwei Ga¨nge besucht und sich anschließend im
Zentrum aufha¨lt, sind weniger Fehler zu erwarten, als bei einem, das in schneller Abfolge
hintereinander verschiedene Ga¨nge besucht. Der Unterschied in den Fehlern wird dabei
nicht durch eine unterschiedliche Geda¨chtnisleistung verursacht.
Das Ziel, an vier aufeinanderfolgenden Tagen maximal einen Fehler zu begehen,
wurde von den Ischa¨mietieren durchschnittlich 9,78 Tage nach Beginn des Versuches er-
reicht. Die Kontrolltiere beno¨tigten durchschnittlich 7,5 Tage. Der Unterschied zwischen
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den Zeitspannen ist zwar statistisch nicht signifikant, zeigen aber einen Trend zu Gunsten
der Kontrolltiere. (p = 0,0778, vgl. Abbildung 4.16)
Der prozentuale Anteil der Tiere, die pro Tag das Ziel noch nicht erreicht hatten,
unterschied sich ebenfalls nicht signifikant (P = 0,22, Log-rank (Mantel-Cox); P = 0,41,
Gehan-Breslow-Wilcoxon Test).
Abbildung 4.16: Prozentualer Anteil von Ischa¨mie- (n=15) und Kontrolltieren (n=6), welche an
den Testtagen noch nicht das Ziel (4 aufeinanderfolgende Tage mit 0 oder 1 Fehler) im Radial-
Arm-Maze erreicht hatten. Es gab keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen den beiden
Gruppen. Log-rank (Mantel-Cox) Test: P = 0,22, Gehan-Breslow-Wilcoxon Test: P = 0,41, Hazard
Ratio: 0,39.
Da die Tiere in dem vorliegenden Versuchsaufbau nach Erreichen des festgelegten
Zieles nicht weiter getestet wurden, konnte die Auswertung nach der durchschnittlichen
Fehleranzahl pro Tag nur innerhalb der ersten vier Tage und bei der Nachuntersuchung
14 Tage nach Erreichen des Zieles erfolgen. An Tag 1 ab Aufgabenerfu¨llung war kein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen zu erkennen (p = 0,266). Am
Tag der Nachbeobachtung zeigt sich ein Trend zugunsten der Kontrollgruppe (p = 0,084).
4.3.3 Histologische Untersuchung
Die Anwendung der Fluoro-Nissl-Fa¨rbung war in dieser Kombination nicht erfolgreich.
Daher wurde mit Hilfe der NeuN-Fa¨rbung eine neuronenspezifische Fa¨rbung durchgefu¨hrt.
Bei vier der 15 Ischa¨mietiere ließen sich 62 Tage postoperativ in der CA1-Region des
Hippokampus deutlich weniger Neurone darstellen. Dies ist in Abbildung 4.17 dargestellt.
Daru¨ber hinaus zeigten drei Ischa¨mietiere deutliche Scha¨digungen in der Hirnsub-
stanz in Form von Lakunen (vgl. Abbildung 4.18). Ausschließlich in diesen Bereichen
waren GFAP und Iba1 deutlich nachweisbar.
Das Auftreten der Lakunen korrelierte nicht mit der AUC des MAP, der Instabilita¨t
des Blutdruckverlaufs oder der Herzfrequenz in der Zeit des Karotidenverschlusses (vgl.
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(a) NeuN-Fa¨rbung Ischa¨mietier (b) Hippokampus schematisch
Abbildung 4.17: (a) Neuronenverlust in der CA1-Region eines Ischa¨mietiers, gefa¨rbt mit NeuN.
(b) Systematische Abbildung des Hippokampus bei Bregma -2,92 mm.
Abbildung 4.18: Lakune im Kortex eines Tieres der Ischa¨miegruppe. Innerhalb der Lakune lassen
sich versta¨rkt GFAP und Iba1 nachweisen, Marker fu¨r aktivierte Astrozyten und Mikroglia. Der
Maßstabsbalken entspricht 50 µm. merge = U¨bereinanderlegen der Einzelfa¨rbungen
Abbildung 4.19). Diese auffa¨lligen Scha¨digungen sind ausschließlich bei den Ischa¨mietieren
zu finden.
4.4 Globalischa¨mie - Kurzzeitversuch
4.4.1 Operation
Ein Tier der Ischa¨miegruppe erholte sich nach der Operation nicht und wurde aus dem
Versuch ausgeschlossen. Damit verblieben zwei Kontrolltiere und drei der vier Ischa¨mietiere.
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Abbildung 4.19: Keine Korrelation zwischen der AUC des MAP wa¨hrend des zehnminu¨tigen Ver-
schlusses der Aa. carotides communes und dem Ausbilden von Lakunen im Kortex von Tieren der
Ischa¨miegruppe (n = 15).
4.4.2 Histologische Untersuchung
Wie in Kapitel 1.5 beschrieben, lassen sich mit der Fluoro-Jade-C-Fa¨rbung degenerierte
Neurone wenige Tage nach einer Scha¨digung darstellen. Im Kortex und Subkortex der
Ischa¨mietiere waren ubiqita¨r spezifische Fa¨rbungen sichtbar (vgl. Abbildung 4.20). Bei
den Tieren der Kontrollgruppe ließ sich keine spezifische Fa¨rbung nachweisen.
(a) Fluoro-Jade-C-Fa¨rung Ischa¨mietier (b) Fluoro-Jade-C-Fa¨rung Kontrolltier
Abbildung 4.20: Kortex Kurzzeittiere, Fa¨rbung mit Fluoro-Jade C. (a) Nach Ischa¨mie degene-
rierte Neurone im Kortex und Subkortex. (b) In den Kontrolltieren ist keine spezifische Fa¨rbung
nachweisbar. Der Maßstabsbalken entspricht 50 µm.
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In der CA1-Region des Hippokampus zeigten sich bei zwei der drei Ischa¨mietiere in
der NeuN-Fa¨rbung ein deutlicher Neuronenverlust im Vergleich zu den Tieren der Kon-
trollgruppe. Weiterhin zeichneten sich die Gehirne der Ischa¨mietiere durch eine ubiquta¨r
starke Zunahme der GFAP- und Iba1-Expression gegenu¨ber den Kontrolltieren aus (vgl.
Abbildung 4.21). Dieser Befund entspricht einer generalisierten Gliose nach einer Ischa¨mie.
(a) Ischa¨mietier (b) Kontrolltier
Abbildung 4.21: Hippokampus Kurzzeittiere - obere Reihe: In der NeuN-Fa¨rbung zeigt sich ein
deutlicher Neuronenverlust in der CA1-Region nach Ischa¨mie (a) gegenu¨ber den Kontrolltieren
(b); untere Reihen: Neuronenverlust und Hochregulation von GFAP und Iba1 nach Ischa¨mie
(a) gegenu¨ber den Kontrolltieren (b). Der Maßstabsbalken entspricht jeweils 50 µm. mer-
ge = U¨bereinanderlegen der Einzelfa¨rbungen
Im Gehirn eines der beiden Ischa¨mietiere mit einem histologisch nachweisbaren Scha-
den in der CA1-Region des Hippokampus ließen sich daru¨ber hinaus, analog zu den Be-
funden der Langzeittiere, multiple Lakunen nachweisen. In diesen Lakunen zeigte sich ein
Verlust an Neuronen und eine deutlich ausgepra¨gte Gliose auf (vgl. Abbildungen 4.22 und
4.23). In den Geweben der Kontrollgruppe wurden keine Lakunen gefunden.
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(a) NeuN-Fa¨rbung Ischa¨mietier (b) NeuN-Fa¨rbung Kontrolltier
Abbildung 4.22: Kortex Kurzzeittiere Fa¨rbung mit NeuN. Im Ischa¨mietier (a) ist gegenu¨ber ei-
nem Tier der Kontrollgruppe (b) ein deutlicher Verlust von Neuronen in Form einer Lakune zu
beobachten. Der Maßstabsbalken entspricht 50 µm.
(a) GFAP-Iba1-Fa¨rung Ischa¨mietier (b) GFAP-Iba1-Fa¨rung Kontrolltier
Abbildung 4.23: Kortex Kurzzeittiere Fa¨rbung mit GFAP und Iba1 - obere Reihe: lakuna¨rer
Infarkt nach Ischa¨mie, untere Abbildungen: Sehr starke Zunahme der Iba1- und GFAP-Expression
im Gewebe eines Ischa¨mietieres (a) gegenu¨ber wenig GFAP und ruhender Mikroglia bei einem
Kontrolltier (b). Der Maßstabsbalken entspricht jeweils 200 µm. merge = U¨bereinanderlegen der
Einzelfa¨rbungen
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5 Diskussion
Ein großer Anteil der Todesfa¨lle in Europa und Nordamerika wird durch zerebrale Durch-
blutungssto¨rungen unterschiedlicher Genese verursacht. Weltweit wird an den zugrun-
deliegenden Mechanismen und neuen Therapiekonzepten geforscht. Nach dem Nachweis
positiver Effekte von Stammzellen auf zerebrale Fokalischa¨mie [17] und asphyktischen
Herz-Kreislauf-Stillstand [18] [19] sollte diese Therapiemethode nun auf eine zerebrale
Globalischa¨mie angewendet werden, um ein neues Therapiekonzept zu erarbeiten. Das Ziel
der vorliegenden Arbeit bestand in der Etablierung eines Globalischa¨miemodells, in wel-
chem durch reproduzierbar ausgelo¨ste zerebrale Globalischa¨mie ein langfristig funktionell
abbildbarer neurologischer Schaden verursacht wird, der gegenu¨ber der Kontrollgruppe
auch histologisch dargestellt werden sollte.
Nach erfolglosen Versuchen der Etablierung eines Globalischa¨miemodells durch Kam-
merflimmern wurde sich alternativ fu¨r das Zwei-Gefa¨ß-Verschluss-Modell entschieden. Bei
zeitgleichem Verschluss der Aa. carotides communes und medikamento¨s verursachter ar-
terieller Hypotonie konnten in Vorversuchen bei nahezu allen Tieren ein spezifischer his-
tologischer Schaden in der CA1-Region des Hippokampus sowie teilweise im Neokortex
und Thalamus gezeigt werden, sodass eine Langzeitbeobachtung zum Nachweis von funk-
tionellen Scha¨den durchgefu¨hrt wurde. Intraoperativ gelang es bei 86,7 % (13 von 15) der
Ischa¨mietiere den MAP innerhalb von wenigen Sekunden unter 35 mmHg zu senken und
auf diesem niedrigen Level stabil zu halten (vgl. Abbildung 4.10). Wa¨hrend der Operation
traten bei 57 % der Tiere Herzrhythmussto¨rungen auf. Dies betraf 73 % der Ischa¨mietiere
und 16,7 % der Kontrolltiere. Das Modell zeigte eine Gesamtletalita¨t von 12,5 %.
Nach Analyse der ha¨modynamischen Daten stellt die beschriebene Operationsme-
thode somit eine verha¨ltnisma¨ßig leicht praktizierbare Mo¨glichkeit dar, den Verschluss
der Aa. carotides communes mit reversibler Hypotension bei vergleichsweise niedriger
Letalita¨t reproduzierbar umzusetzen.
Eine Sto¨rung der Geda¨chtnisfunktion gegenu¨ber den Kontrolltieren konnte bei den
Ischa¨mietieren am 16. postoperativen Tag im Object-Recognition-Test nachgewiesen wer-
den (vgl. Abbildung 4.15). Anscheinend unabha¨ngig von der zerebralen Ischa¨mie zeigte
sich eine allgemeine Verschlechterung der Motorik im LadderRung (vgl. Abbildung 4.13).
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Im weiteren Verlauf verschlechterte sich das Ergebnis der Kontrolltiere weiter, wa¨hrend
sich das der Ischa¨mietiere signifikant verbesserte.
Histologisch zeigten allerdings nur 26,7 % der Ischa¨mietiere 62 Tage nach dem Ver-
schluss der Aa. carotides communes mit Hypotension eine Verminderung der Neurone in
der CA1-Region des Hippokampus (vgl. Abbildung 4.17). Sehr auffa¨llig war das Auftre-
ten von lakuna¨ren Infarkten im Kortex von drei Gewebeproben der Ischa¨mietiere (vgl.
Abbildung 4.18). Trotz der beschriebenen Ergebnisse konnte keine eindeutige Korrelation
zwischen den histologischen Scha¨den und der Blutdrucksenkung bzw. den Verhaltenstests
nachgewiesen werden (vgl. Abbildung 4.19).
Aufgrund der Diskrepanz zwischen den reproduzierbaren histologischen Scha¨den in
den Vorversuchen und den wenig ausgepra¨gten funktionellen Defiziten im Langzeitversuch
wurde ein Kurzzeitversuch durchgefu¨hrt, um den Schaden histologisch zu u¨berpru¨fen und
weiter zu differenzieren. Dabei zeigte sich, dass der histologische Schaden mit Neuro-
nenverlust in der CA1-Region des Hippokampus ausreichend ist. Zudem traten erneut
Lakunen auf.
5.1 Tierauswahl und Modell
Die Auswahl der fu¨r das Globalischa¨miemodell in Frage kommenden Tiere orientierte sich
an der funktionellen Nachweismo¨glichkeit der ausgelo¨sten Scha¨digung. Bei einer zerebralen
Ischa¨mie zeigten sich besonders der Hippokampus, der Neokortex und das Striatum emp-
findlich [67], was u. a. mit einer Beeintra¨chtigung von Geda¨chtnis und ra¨umlichem Vor-
stellungsvermo¨gen verbunden ist. Um solche Scha¨digungen nachweisen zu ko¨nnen, mu¨ssen
die Tiere u¨ber gut entwickelte kognitive Fa¨higkeiten verfu¨gen, wie dies beispielsweise bei
Ratten zu finden ist. Gegenu¨ber Großtieren haben Kleintiere den Vorteil, dass verschie-
dene Verhaltenstests etabliert sind und das Gehirn klein genug fu¨r eine systematische
histologische Untersuchung ist, um regionale Scha¨den zu beurteilen. In der Forschungs-
landschaft finden verschiedene Rattensta¨mme Verwendung, wie z. B. Wistar, Sprague
Dawley oder Long Evans. Es gibt Inzucht- und Auszuchtratten, Albinos und pigmentierte
Tiere. Neuere Forschungensergebnisse ergaben Hinweise auf Unterschiede zwischen den
verschiedenen Rattensta¨mmen bezu¨glich ihrer Lernfa¨higkeit. So zeigten Sprague Dawley
schlechtere Ergebnisse in einem zwo¨lfarmigen Sternlabyrinth im Vergleich mit Wistar und
Long-Evan. Teilte man die Tiere in Gruppen von schlecht und gut Lernenden ein, wa-
ren die Unterschiede der gut lernenden Sprague Dawley gegenu¨ber den anderen Sta¨mmen
deutlich geringer. Dies zeigte, dass besonders innerhalb der Sta¨mme große Lerndifferenzen
auftreten. Weiterhin ließen sich keine Unterschiede zwischen Albinos und pigmentierten
Tieren eruieren [68]. Damit sind Albinoratten fu¨r die Verhaltenstest genauso geeignet
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wie pigmentierte Tiere und erbringen nicht aufgrund eventueller Einschra¨nkungen in den
visuellen Fa¨higkeiten eine schlechtere Leistung. Zudem zeigten sich Unterschiede im Neu-
ronenschaden in der CA1-Region zwischen Wistars und Sprague Dawley nach zehn Mi-
nuten zerebraler Globalischa¨mie durch Vier-Gefa¨ß-Verschluss [69]. Die Arbeitsgruppe um
Perfilieva konnten Unterschiede in der Neurogenese bei jungen Tieren im Gyrus dentatus
sowohl in Abha¨ngigkeit vom Geschlecht als auch zwischen den Sta¨mmen SHR (spontan-
hypertensive Ratten) und Sprague Dawley nachweisen [70]. Auch zwischen den Gruppen
von zwei verschiedenen Zu¨chtern von Wistarratten wurden Unterschiede nach Zwei-Gefa¨ß-
Verschluss gefunden [71]. Allerdings konnte nach Zwei-Gefa¨ßverschluss mit Hypotension
[15] [30] [72] [73] [74] [75], nach Globalischa¨mie [50] und nach Asphyxie [25] auch bei Rat-
ten vom Stamm Sprague Dawley ada¨quate Scha¨digungen (zum Teil histologisch, zum Teil
funktionell) nachgewiesen werden. Die Hinweise auf große interindividuelle Unterschiede
lassen sich durch die Daten der sehr inhomogenen Kontrollgruppe in der vorliegenden
Studie besta¨tigen. In der Zusammenschau aller Daten erscheint es unwahrscheinlich, dass
die Arbeit mit einem anderen Rattenstamm, als den in der vorliegenden Studie verwen-
deten Sprague Dawley, ein wesentlich deutlicheres Ergebnis erbracht ha¨tte. Eine bessere
Aussage wa¨re aber durchaus von einer homogeneren bzw. gro¨ßeren Kontrollgruppe zu
erwarten gewesen. Die Forschung in diesem Gebiet ist jedoch noch nicht abgeschlossen.
Um eine Beeintra¨chtigung der Versuchsergebnisse durch die erho¨hte Plastizita¨t von
juvenilen Gehirnen und dem Geschlechtshormonspiegel zu vermindern, wurde sich fu¨r
ma¨nnliche Tiere im Alter von zwo¨lf Wochen entschieden.
Tiermodelle ko¨nnen nie exakt das Krankheitbild im Menschen abbilden [76]. Je
nach Zielstellung muss entschieden werden, welcher Aspekt dem Krankheitsbild des Men-
schen entsprechen soll und welcher abgewandelt werden kann. Gerade bei den sogenann-
ten Volkskrankheiten wie z. B. Diabetes, Herz-Kreislauf-Erkrankungen oder bei Demenz
haben die betroffenen Patienten meist ein ho¨heres Alter und weisen eine Reihe von Be-
gleiterkrankungen auf, welche ha¨ufig zu einer Polymedikation fu¨hren. Die Versuchstiere
hingegen sind oft jung und gesund. An dieser Stelle gibt es bereits Ansa¨tze wie z. B. den
Rattenstamm SHR. Dieser beschreibt einen Stamm von Wistarratten, welche im Alter
von 7-15 Wochen einen spontanen arteriellen Hypertonus entwickeln. Weiterhin finden
sich zwischen Mensch und Tier teilweise gravierende Unterschiede in der Anatomie. So
besitzen Ratten und Ma¨use ein lissenzephalisches Gehirn gegenu¨ber der gyrierten Hirn-
oberfla¨che der Menschen. Auch die Gro¨ße einzelner Organe wie die des Herzens ko¨nnen
bedeutsam sein, da beispielsweise bei Ma¨usen kein Ventrikelflimmern ausgelo¨st werden
kann. Angesichts der Tatsachen lassen sich die Ergebnisse von Tierstudien nicht ohne
weiteres auf den Menschen u¨bertragen. Trotz aller Gegenargumente bieten Tiere den-
noch die Mo¨glichkeit, Interaktionen in und zwischen Organen und Organsystemen und
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somit Scha¨digungsmechanismen zu erforschen, sowie mo¨gliche Therapiekonzepte auf ihre
prinzipielle Wirksamkeit hin zu pru¨fen. Um belastbare Daten zu erhalten, mu¨ssen Qua-
lita¨tskriterien wie Randomisierung, Verblindung, aussagekra¨ftige Gruppengro¨ße und gut
definierte Ein- und Ausschlusskriterien eingehalten werden [76] [77].
Von entscheidender Bedeutung ist die Auswahl des richtigen Scha¨digungsmodells fu¨r
die entsprechende Fragestellung. Etwa die Ha¨lfte der Kreislaufstillsta¨nde der erwachsenen
Europa¨er wird durch Ventrikelflimmern ausgelo¨st, wohingegen als Hauptursache bei Kin-
dern und Jugendlichen die Asphyxie gilt [1] [2] [25]. Zwischen diesen Formen zeigen sich
Unterschiede vor allem im nichtneurologischen Scha¨digungsmuster. Die Arbeitsgruppe um
Kamohara untersuchte 32 Ratten vom Stamm Sprague Dawley und unterteilte sie in vier
Gruppen: (1) Asphyxie durch Pancuroniumbromid, (2) Asphyxie durch Pancuroniumbro-
mid mit Tracheaverschluss, (3) Ventrikelflimmern durch einen Stimulationskatheter im
rechten Ventrikel und (4) Asphyxie durch Pancuronium mit Defibrillation. Es konnten
keine Unterschiede zwischen den Gruppen in der Neurologischen Defizitskala festgestellt
werden. Im Vergleich der Gruppen (3) und (4) zeigte sich aber eine statistisch signifi-
kante Verschlechterung der Tiere nach Ventrikelflimmern in Bezug auf den Herzindex,
der isovola¨men Kontraktilita¨t und der myokardialen Relaxation (p ≺ 0,05) gegenu¨ber den
Tieren nach Asphyxie [78]. Zudem waren aufgrund der unterschiedlichen Pathophysiologie
Therapieversuche unterschiedlich wirksam. So untersuchte die Arbeitsgruppe um Vaage-
nes die Wirksamkeit des Kalzium-Kanal-Blockers Lidoflazin sowie einer Kombination von
Radikalfa¨ngern (Mannitol und L-Methionin in Dextran) mit Magnesiumsulfat (MgSO4)
in Hunden nach einem Herz-Kreislauf-Stillstand durch Asphyxie oder Ventrikelflimmern.
Die Tiere, die mit Lidoflazin behandelt wurden, zeigten nach Ventrikelflimmern aber nicht
nach Asphyxie eine Verbesserung im neurologischen Test. Die Lo¨sung aus Radikalfa¨ngern
bewirkte nach Asphyxie eine neurologische Verbesserung, nach Ventrikelflimmern jedoch
nicht. Allerdings fand sich in den untersuchten Gehirnen nach Asphyxie ein statistisch
signifikant gro¨ßerer histologischer Schaden (p ≺ 0,05) [20]. Trotz des gleichen Endpunkts
im Sinne einer zerebralen Ischa¨mie, scheinen daher unterschiedlichen Auslo¨semechanismen
auch verschiedene pathologische Mechanismen zu Grund zu liegen. Darin liegt am ehesten
die Ursache der unterschiedlichen Wirksamkeit verschiedener Therapiekonzepte, sodass
die Anwendung der verschiedenen Modelle sehr genau auf die Fragestellung abgestimmt
werden muss.
Da der plo¨tzliche Herztod durch Kreislaufstillstand gro¨ßtenteils den adulten Bevo¨lke-
rungsanteil betrifft und Unterschiede im Scha¨digungsmuster durch die verschiedenen Tier-
modelle entstehen [20] [78], wurde die Entscheidung fu¨r ein Herz-Kreislauf-Stillstandsmodell
durch Ventrikelflimmern getroffen.
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5.1.1 Modifikation des Tiermodells Ventrikelflimmern
Als Vorbild fu¨r unser Tiermodell diente das Modell der Arbeitsgruppe um Hermans [26]
mit der Katheterisierung des rechten Ventrikels u¨ber die Vena jugularis externa dextra
und anschließender U¨berstimulation. Nach einigen Minuten Kammerflimmern begannen
wir die Reanimation, welche frustran verlief (vgl. Abbildung 4.1). Um das Herz-Kreislauf-
Stillstands-Modell zu verbessern und die Effektivita¨t der Reanimation zu steigern, wurden
zahlreiche Modifikationen vorgenommen. Zum Auslo¨sen des Kammerflimmerns wurden
unterschiedliche Impulsformen, Frequenzen und Stimulationszeiten bis zur Auslo¨sung ei-
nes stabilen Flimmerns getestet. Der anfangs rechteckfo¨rmige Impuls wurde durch einen
sinusfo¨rmigen ersetzt und in Amplitude und Zeitdauer variiert. Letztendlich baten wir die
einzige deutsche Arbeitsgruppe, die Kammerflimmern als Auslo¨ser fu¨r einen experimen-
tellen Herz-Kreislauf-Stillstand verwendet, die AG Experimentelle zerebrale Ischa¨mie/
Herz-Kreislaufstillstand und Reperfusion des Universita¨tsklinikums Heidelberg, um Un-
terstu¨tzung. Die Stimulierung des Herzens erfolgt in dieser Arbeitsgruppe u¨ber eine Sti-
mulationssonde im O¨sophagus. PD Dr. med. Teschendorf, mittlerweile am Klinikum Os-
nabru¨ck, teilte uns Verbesserungsmo¨glichkeiten mit. Aus der kollegialen Unterstu¨tzung
u¨bernahmen wir u. a. die Pra¨oxygenierung zu Beginn der Reanimation vor der Herz-
druckmassage und die Adrenalingabe vor Beginn der Herzdruckmassage.
Ein weiterer Aspekt betraf die Beatmung. Nach Intubation durch Tracheotomie fand
sich Blut in der Lunge und Sekret im Tubus. Die daraufhin durchgefu¨hrte Beatmung mit
einer Atemmaske fu¨hrte zu einer nur unzureichenden Sauerstoffversorgung der Tiere. Die
besten Ergebnisse gelangen nach endotrachealer Intubation. Anfangs wurden die Tiere zu
Beginn der Operation zwar intubiert, konnten aber zu Beginn der Operation noch spon-
tan atmen, um pulmonale Scha¨den durch die maschinelle Beatmung zu minimieren. Diese
wurde erst ab der Reanimation begonnen. Auf Anraten von PD Dr. med. Teschendorf soll-
te nach Intubation auch eine Beatmung erfolgen. Da auch dies nicht zu einem verbesserten
Reanimationserfolg fu¨hrte, erfolgte ein Wechsel von volumen- zur druckkontrollierten Be-
atmung. Zusa¨tzlich wurde bei einigen Tieren eine Blutgasanalyse durchgefu¨hrt um die
Ventilation weiter zu optimieren. Auch nach Verbesserung der respiratorischen Situation
blieb die Reanimation jedoch erfolglos.
In Anlehnung an die Reanimationsleitlinien sollte wa¨hrend der Herzdruckmassage
ein hochphysiologischer Puls erzielt werden, d. h. bei Ratten eine Herzfrequenz von etwa
350 bis 400 Schla¨gen pro Minute. Dabei wurde die Tiefe variiert, um bei erhaltener Effekti-
vita¨t der Herzdruckmassage Herz und Lunge vor einem zusa¨tzlichen Trauma zu schu¨tzen.
Um vorzubeugen, dass der Stimulationskatheter eine effektive Herzdruckmassage verhin-
dert oder morphologische Scha¨den wa¨hrend der Reanimation verursacht, wurde dieser
zuvor entfernt. Auch diese Vera¨nderung fu¨hrte zu keiner Verbesserung des Resultats.
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Zur medikamento¨sen Unterstu¨tzung der Reanimation fanden verschiedene Wirkstof-
fe Anwendung, darunter Adrenalin (in verschiedenen Konzentrationen: 1:40-1:100 verdu¨nnt
mit Natriumchlorid), Atropin, Natriumbikarbonat, Lidocain, Amiodaron und Kalziumg-
lukonat. Das Ergebnis der Reanimation konnte auch nicht vera¨ndert werden, indem der
Gefa¨ßzugang von der V. femoralis an zentralere Zugangswege wie retrograd in die A. caro-
tis communis oder antegrad in die V. jugularis externa gewechselt wurde, um fu¨r die Me-
dikamentengabe die zentralisierte Zirkulation wa¨hrend der Reanimation zu u¨berbru¨cken.
Der Defibrillationsmodus wurde ebenfalls modifiziert. Neben einer externen Defi-
brillation sowohl anterior-posterior als auch lateral kamen auch intrakardiale Schocks und
intrakardiales Pacing zur Anwendung. Außerdem wurde zwischen monophasischen und
biphasischen Impulsen mit einer Energie von einem bis sechs Joule variiert. Neben einer
einfachen wurde auch eine doppelte Schockabgabe eingesetzt.
Auch eine Variation der Zeitspanne des Herz-Kreislauf-Stillstands zwischen drei und
fu¨nf Minuten vera¨nderte das Ergebnis nicht.
Ein Wechsel auf den in der Literatur oft genannten Rattenstamm Wistar, auch auf
Wistar Hannover wie in der Heidelberger Arbeitsgruppe, vera¨nderte das Resultat nicht.
Selbst ju¨ngere Tiere im Alter von etwa sieben Wochen mit einem Gewicht von weniger
als 300 g brachten nicht den gewu¨nschte Erfolg.
Schließlich ließen sich auch bei einem Besuch von PD Dr. med. Teschendorf und
Herrn Galmbacher die Tiere nicht wiederbeleben. Somit erwies sich das Modell aufgrund
der schwer beherrschbaren Operationsmethode als ungeeignet zur Untersuchung von ze-
rebralen Scha¨den nach Kreislaufstillstand und der Entwicklung von Therapieoptionen.
5.1.2 Auswahl des Zwei-Gefa¨ß-Verschluss-Modells
Als Alternative zur Auslo¨sung einer zerebralen Globalischa¨mie kamen das Zwei-Gefa¨ß-
Verschluss-Modell mit Hypotonie [27] und das Vier-Gefa¨ß-Verschluss-Modell [31] aufgrund
der u¨berschaubaren operativen Methode in die na¨herer Betrachtung.
Das Zwei-Gefa¨ß-Verschluss-Modell wurde erstmals 1972 von Eklof und Siesja in
Ratten beschrieben und anschließend mehrfach variiert. Dabei werden die Aa. caroti-
des communes verschlossen und der Blutdruck gesenkt, um eine zerebrale Ischa¨mie zu
erzeugen. Bei dem alleinigen Verschluss der Aa. carotides fu¨r fu¨nf bzw. 30 Minuten verin-
gerte sich der Blutfluss im Gehirn, jedoch vera¨nderte sich die Menge an Adenosintriphos-
phat (ATP), Adenosindiphosphat (ADP), Adenosinmonophosphat (AMP), Phosphat und
Phosphokreatin nicht [27]. Eine gleichzeitige Blutdrucksenkung des MAP auf 100 mmHg
fu¨hrte neben einem noch weiter verringerten Blutfluss im Gehirn nur teilweise zu einer
A¨nderung der genannten Parameter. Eine Senkung des MAP auf 70 mmHg brachte in
jedem Fall eine signifikante Senkung der energiereichen Substrate ATP und Phosphokrea-
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tin und eine Erho¨hung der energiea¨rmeren Substanzen ADP, AMP und freiem Phosphat.
Die Senkung des Blutdrucks erfolgte durch Ha¨morrhagie [27]. Smith et al. legten den
Zielblutdruck auf 50 mmHg fest und erzeugten zusa¨tzlich zum Entzug des Blutes ei-
ne Vasodilatation durch Phentolamin, einen nichtselektiven Alpha-Rezeptor-Blocker, und
Trimethaphan, einen nicht-depolarisierenden nikotinergen Acetylcholinrezeptor-Antago-
nist [28]. Die Gruppe um Mc Bean et al. senkte erstmals den Blutdruck mit Halothan.
Dabei wurden die Tiere u¨ber eine Atemmaske beatmet und die Zumischung des Narko-
segases auf 5 % erho¨ht. Der Zielblutdruck lag bei einem MAP unter 50 mmHg. Nach
Erreichen des Zielblutdrucks wurden die Aa. carotides fu¨r zwo¨lf Minuten abgeklemmt.
72 Stunden nach Reperfusion erfolgte die To¨tung der Tiere [29]. Dieses Modell wurde
von Bendel et al. weiterentwickelt [30]. Durch eine Intubation der Ratten, genu¨gten 1,5 -
2,5 % Halothan, um den MAP auf 40 - 45 mmHg zu senken. Zum Auslo¨sen der zerebralen
Ischa¨mie wurden die Aa. carotides mit Klemmen verschlossen. Als optimal stellte sich eine
Ischa¨miezeit von elf Minuten heraus. Der histologische Hirnschaden variierte vier Tagen
nach der Ischa¨mie noch in der Auspra¨gung, nach sieben Tagen war er sicher nachweisbar.
Bei einer Kontrollgruppe entstand nach einer Blutdrucksenkung u¨ber elf Minuten und
einer Minute Verschluss der Aa. carotides kein zerebraler neurologischer Schaden. Daraus
la¨sst sich schlussfolgern, dass die beobachteten zerebralen Scha¨den nicht auf die alleinige
Senkung des Blutdrucks und die Manipulation an den Aa. carotides zuru¨ckzufu¨hren war
[30].
Das Vier-Gefa¨ß-Verschluss-Modell wurde erstmalig 1979 von Pulsinelli et al. be-
schrieben [31] [32]. Zweizeitig erfolgte zuna¨chst der Verschluss der Aa. vertebralis und das
lockere Anlegen von Gefa¨ßklemmen um die Aa. carotides, mit deren Hilfe die Aa. caro-
tides am na¨chsten Tag tempora¨r verschlossen wurden. 77 % der Tiere wurden innerhalb
von 30 Sekunden bewusstlos. Dabei verlief die Senkung des zerebralen Blutflusses nicht
einheitlich. Im Neokortex, Striatum und Hippokampus erfolgte eine Reduktion auf weni-
ger als 3 %, wobei der Blutfluss der Kontrollen als Referenzwert galt. Der Blutfluss im
Dienzephalon und Cerebellum sank auf 10 bis 15 % und im Hirnstamm auf 26 % [8].
Eine Erkla¨rung dafu¨r besteht in der Blutversorgung der besser durchbluteten Gebiete
durch die A. spinalis anterior und Kollateralarterien in den zervikalen und paravertebra-
len Muskeln. Diese Kollateralen zeigen zwischen verschiedenen Sta¨mmen Unterschiede.
Eine Unterbindung dieser Blutversorgung erfolgte durch das Einlegen eines Fadens zwi-
schen Trachea, O¨sophagus, Venae (Vv.) jugulares externae, Aa. carotides communes und
zervikalen sowie paravertebralen Muskeln [32]. Dieser Faden wurde am Nacken ausgeleitet
und zugezogen, sollte das Tier nicht bewusstlos werden. Dabei durfte die Ischa¨mie nicht
zu sehr versta¨rkt werden, um eine Scha¨digung des Atemzentrums zu verhindern. Mit die-
sem Modell konnten 90 % der Tiere erfolgreich operiert werden. Neben der ungleichen
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Verteilung des Blutflusses erfolgt auch die Unterdru¨ckung des Metabolismus nach der Re-
perfusion in den verschiedenen Hirnregionen unterschiedlich stark. Dabei korrelierte eine
verminderte regionale Glukoseverwertung mit einem großem morphologischen Schaden,
sodass der verminderte Metabolismus mo¨glicherweise als ein Ausdruck der großen Anzahl
gescha¨digter Neurone zu werten ist [8].
Der Vorteil am Zwei-Gefa¨ß-Verschluss-Modell liegt durch die Hypotonie in der Ein-
bindung des gesamten Ko¨rpers in den pathologischen Prozess, sodass eine ubiquita¨re
Scha¨digung erzeugt wird. Bei den Tieren im Vier-Gefa¨ß-Verschluss-Modell ist hingegen
ein Studium der Scha¨digungsmechanismen ohne den Einfluss von Narkotika mo¨glich.
Problematisch am Zwei-Gefa¨ß-Verschluss-Modell ist die Auslo¨sung der Ischa¨mie mit
einem volatilen Ana¨sthetikum mit der damit verbundenen ununterbrochenen Beatmung.
Im Gegensatz dazu besteht sowohl bei dem Modell der Asphyxie als auch des Kammerflim-
merns wa¨hrend des Kreislaufstillstandes ebenfalls ein Atemstillstand. Nachteilig am Vier-
Gefa¨ß-Verschluss-Modell ist neben des hohen Operationsaufwandes eine beschriebene Hy-
perventilation mit damit verbundener Anhebung des arteriellen Sauerstoffpartialdrucks,
Hypokapnie und respiratorischer Alkalose [31]. Bei einem Herz-Kreislaufstillstand werden
typischerweise eine Azidose und Hypoventilation beobachtet. Außerdem stieg im Modell
der MAP um 20-30 mmHg, was ebenfalls nicht den pathophysiologischen Vorga¨ngen im
Menschen entspricht [31].
Eine kontinuierliche Beatmung lag auch im Vorbildmodell vor, in welchem ein repro-
duzierbarer histologischer Schaden nachweisbar war [29] [30]. Im Vier-Gefa¨ß-Verschluss-
Modell atmen die Tiere ebenfalls spontan und wiederum kann ein histologischer und funk-
tioneller Schaden reproduzierbar nachgewiesen werden [31] [32]. In der Zusammenschau al-
ler Argumente scheint des Zwei-Gefa¨ß-Verschluss-Modell die Pathophysiologie nach einem
Herz-Kreislauf-Stillstand wahrscheinlich besser abzubilden als das Vier-Gefa¨ß-Verschluss-
Modell.
5.1.3 Gruppengro¨ße
Eine Schwierigkeit in der Planung lag in der Festlegung einer ada¨quaten Gruppengro¨ße,
da kaum abzuscha¨tzen war, welche interindividuellen Differenzen die Ischa¨mietiere ins-
besondere bei den funktionellen Tests aufweisen wu¨rden. Es war zu vermuten, dass die-
se erheblich sein wu¨rden, sodass, orientierend an den Erfahrungen der Arbeitsgruppe
Ischa¨mieforschung am Fraunhofer-Institut fu¨r Zelltherapie und Immunologie in Leipzig,
die Gruppe der Ischa¨mietiere gro¨ßer als die der Kontrolltiere geplant wurde. Aufgrund
der niedrigen Letalita¨t in der Ischa¨miegruppe und dem zusa¨tzlichen Ausschluss von zwei
Kontrolltieren entstand allerdings ein ungeplant großes Ungleichgewicht in der Gruppen-
gro¨ße zu Gunsten der Ischa¨mietiere. Zusa¨tzlich zeigten die Kontrolltiere eine hohe Vari-
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anz, sodass es gerade in den funktionellen Tests schwierig war, statistisch aussagekra¨ftige
Vergleichsdaten zu erhalten. Große interindividuelle Differenzen hatte auch die Arbeits-
gruppe um Goekcek-Sarac in ihrer Studie beobachtet (vgl. auch Kapitel 5.1) [68]. Gro¨ßere
Gruppen ha¨tten ho¨chstwahrscheinlich die Homogenita¨t erho¨ht und weitere Trends und
Korrelationen erkennen lassen. Dies betrifft beispielsweise den Open-Field-Test und den
Radial-Arm-Maze.
5.1.4 Operation
In den Vorversuchen waren die Tiere nach einer Ischa¨miezeit von 12 und 15 Minuten tot
aufgefunden worden, was zu einer Reduktion der Ischa¨miezeit auf zehn Minuten fu¨hrte.
Fu¨r diese Zeitspanne konnten reproduzierbar Zellscha¨digungen vor allem in der CA1-
Region des Hippokampus und im Kortex mit Hilfe der Fluoro-Jade-C-Fa¨rbung nachge-
wiesen werden (vgl. Abbildung 4.5, Abbildung 4.6, Abbildung 4.7). Als entscheidende
Parameter stellten sich dabei ein stabiler Blutdruckverlauf sowohl wa¨hrend der Ischa¨mie-
als auch wa¨hrend der Reperfusionsphase sowie ein verla¨sslicher Verschluss der Aa. caro-
tides communes heraus. Die Blutdrucksenkung sollte lang und stabil statt kurz und sehr
tief verlaufen. Dabei reichte der Zielbereich von 30 bis 35 mmHg fu¨r die Induktion einer
zerebralen Ischa¨mie aus, wobei dieser Zielbereich nicht fu¨r die vollsta¨ndige Zeitdauer des
Gefa¨ßverschlusses aufrechterhalten werden muss. Auch ein ho¨herer Bereich des MAP u¨ber
35 mmHg und unter 40 mmHg sorgte in Verbindung mit dem Gefa¨ßverschluss fu¨r eine
Degeneration von Neuronen, solange die Hypotonie stabil verlief. Der sichere Verschluss
der Aa. carotides communes ließ sich mit einer Gefa¨ßklemme und einem zusa¨tzlichen
Hochzug der Arterien erreichen. Die Arbeitsgruppe um Gionet verglich die histologischen
Scha¨den bei Ratten vom Stamm Sprague Dawley nach einer zehnminu¨tigen zerebralen
Ischa¨mie verursacht durch einen Zwei-Gefa¨ß-Verschluss in Abha¨ngigkeit von einem MAP
bei 30 mmHg, 50 mmHg oder 60 mmHg [79]. Bei einem MAP von 30 mmHg wurde ein
deutlicher histologischer Schaden und ein fast aufgehobener zerebraler Blutfluss festge-
stellt. Bei einem MAP von 50 mmHg zeigten sich die Ergebnisse sehr inkonsistent. Die
Arbeitsgruppe um Sugawara differenzierte den MAP-Zielbereich noch weiter [80]. Bei
einer Spanne von 25 bis 40 mmHg zeigten die Sprague Dawleys nach zehnminu¨tigem Ka-
rotidenverschluss mit einem MAP von 31 bis 35 mmHg einen konsistenten Schaden in
der CA1-Region bei verha¨ltnisma¨ßig niedriger Letalita¨t. Die Arbeitsgruppe um Bendel
nutzte wiederum eine la¨ngere Ischa¨miezeit von elf Minuten bei einem ho¨heren MAP von
40 mmHg ebenfalls bei Sprague Dawley [30]. Der durchschnittliche MAP wa¨hrend des
Gefa¨ßverschlusses allein scheint allerdings kein verla¨sslicher Prognoseparameter fu¨r einen
histologischen Schaden darzustellen.
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Fu¨r eine rasche Erholung der Tiere nach der Operation erwiesen sich zudem eine
schonende Intubation und ein stabiler Blutdruckanstieg nach der Ischa¨miezeit als essenti-
ell. Trotz Einhaltung dieser Parameter wurden im Langzeitversuch nur wenige histologi-
sche und nur kurzzeitig postoperativ funktionelle Scha¨digungen nachgewiesen. Als Ursache
fu¨r die unzureichende Scha¨digung kommen mehrere, im folgenden ero¨rterte, Mo¨glichkeiten
in Betracht:
Die Senkung des Blutdrucks verlief reproduzierbar zu¨gig und blieb stabil auf dem
gewu¨nscht niedrigen Niveau. Nach Beendigung der Ischa¨mie verlief der Wiederanstieg
und Beibehalten eines stabilen, weitestgehend normotensiven Blutdrucks allerdings sehr
unterschiedlich. Mit Hilfe der AUC des MAP u¨ber 1100 Sekunden konnte diese Varianz
in die Auswertung mit einbezogen werden. Andererseits lag ein Hauptfokus auf einem
schnelen Aufwachen der Tiere nach Erreichen eines stabilen Blutdrucks, sodass der genaue
postoperative Blutdruckverlauf nicht u¨ber einen la¨ngeren Zeitraum untersucht werden
konnte. Allerdings hat die Korrelation der funktionellen oder histologischen Daten mit den
zur Verfu¨gung stehenden Blutdruckdaten keine differenziertere Aussage hervorgebracht als
die Korrelation mit den Blutdruckdaten wa¨hrend des Karotidenverschlusses allein. Somit
war die gewa¨hlte U¨berwachung und Datenaufnahme ausreichend.
Es wa¨re denkbar, dass die im Sinne einer Lernkurve durch Erfahrung verbesser-
te und schnellere Operation im Langzeitversuch gro¨ßere Blutdruckschwankungen, welche
eventuell in den Vorversuchen zu einer versta¨rkten Scha¨digung gefu¨hrt hatten, verhinder-
te.
Eine weitere Kontrollmo¨glichkeit zum sicheren Nachweis einer Ischa¨mie, wa¨re die
Messung der Gehirnperfusion wa¨hrend des Verschlusses der Aa. carotides communes. Ei-
ne andere Erweiterung der U¨berwachung wa¨hrend der Ischa¨miezeit liegt in der Kontrolle
der Hirntemperatur. Die intraoperative Bestimmung dieser Parameter scheiterte an opera-
tionstechnischen Schwierigkeiten, wie z. B. der Ru¨ckenlage. Doch wie in den Vorversuchen
gezeigt, kann schon der alleinige Verschluss der Karotiden ohne die Absenkung des Blut-
drucks in Einzelfa¨llen zu einem leichten histologisch nachweisbaren Schaden fu¨hren. Die
detektierte Scha¨digung ist allerdings wesentlich geringer als bei der Kombination von Ka-
rotidenverschluss und Blutdrucksenkung. Dieses beobachtete auch die Arbeitsgruppe um
Eklof 1972 [27].
Es ist in Anbetracht der erhobenen Vorbefunde jedoch nicht eindeutig zu kla¨ren,
warum kein langfristiges reproduzierbares neurologisches Defizit histologisch und funk-
tionell nachweisbar war. Entscheidend scheint dabei die richtige Kombination von Blut-
drucksenkung mit Arterienverschlusszeit zu sein.
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5.1.5 Medikamentengabe
Ein weiterer Punkt den es bei einer zerebralen Ischa¨mie zu beachten gilt, ist die Verwen-
dung potentiell neuroprotektiver Medikamente. Die fehlende Notwendigkeit davon war
gerade der Vorteil beim Vier-Gefa¨ß-Verschluss-Modell. Diese neuroprotektive Eigenschaft
wird bei Isofluran diskutiert, wobei allerdings viel geringere Dosierungen getestet wurden,
als im vorliegenden Versuch zur Anwendung kamen. Bei ho¨herer Dosierung wurde eine
kreislaufdepressive Wirkung angemerkt. Wa¨hrend dieser Kreislaufdepression wa¨re die neu-
roprotektive Wirkung nicht mehr von besonderer Bedeutung. Die Isofluranmenge, die in
der vorliegenden Arbeit Verwendung fand, wurde bisher allerdings noch nicht untersucht
[3]. Einige andere Gruppen arbeiten mit genau den in den Studien untersuchten Isofluran-
konzentrationen und konnten dennoch einen ischa¨misch induzierten neurologischen Scha-
den nachweisen [18] [19] [64]. Dass sich in den vorliegenden Vorversuchen die Tiere nach
Ischa¨miezeiten von 15, 12 und teilweise 10 Minuten nicht erholten, sprach gegen einen rele-
vanten neuroprotektiven Effekt. Auch bei Halothan wurde eine neuroprotektive Wirkung
diskutiert, trotzdem konnte im Modell von Bendel et al. ein reproduzierbarer neurologi-
scher Schaden nachgewiesen werden [30]. Wurde beim Zwei-Gefa¨ß-Verschluss-Modell die
Hypotonie durch Ha¨morrhagie verursacht, gab man zur Antikoagulation Heparin zu dem
entzogenen Blut. Auch bei Heparin wurde sowohl eine neuroprotektive Wirkung als auch
die Gefahr mo¨glicher Hirnblutungen diskutiert. Trotzdem ließ sich ein reproduzierbarer
neurologischer Schaden erzielen [30]. Aus diesen Gru¨nden scheint Isofluran nicht der aus-
schlaggebende Faktor fu¨r die nicht kontinuierlich statistisch nachweisbaren Unterschiede
zwischen Ischa¨mie- und Kontrollgruppe zu sein.
Die neuroprotektive Wirkung von Propofol wurde in einem Review von Kotani et
al. zusammengefasst [81]. Durch seine Lipophilie kann Propofol die Blut-Hirn-Schranke
u¨berwinden und scheint insgesamt das zentrale Nervensystem zu da¨mpfen. Es konnte ge-
zeigt werden, dass Propofol die Stoffwechselrate senkt, den zentralen Blutfluss vermindert,
ebenso wie den Glutamatspiegel und die Aktivita¨t im Elektroenzephalogramm. Durch die
Aktivierung der γ-Aminobuttersa¨ure(GABA)-Rezeptoren entsteht u. a. eine Anxiolyse.
Propofol wirkt als Antioxidans und Immunmodulator wodurch beispielsweise die Eosi-
nophilie und Apoptose gehemmt wird. Einige Studien konnten die genannten neuropro-
tektiven Effekte nicht nachweisen. Man geht auch davon aus, dass die Neuroprotektion
nur bei leichten Scha¨den und erst in der postischa¨mischen Phase wirksam wird. Zu den
Nebenwirkungen des Medikaments za¨hlt u. a. die arterielle Hypotension [82]. Diese sonst
unerwu¨nschte Wirkung wurde in der vorliegenden Studie fu¨r den Fall genutzt, dass der
Blutdruck wa¨hrend der Ischa¨miezeit wieder anstieg, um ein im Gegensatz zu Ebrantil
relativ langwirksames Mittel zu haben. Es wurde nach Wirkung dosiert und Einzelgaben
von 0 bis 300 µl (maximal 0-3 mg, maximal 7 mg/kg Ko¨rpergewicht) verabreicht. In vie-
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len Versuchen, die eine neuroprotektive Wirkung belegten, wurde eine sehr viel ho¨here
Dosierung des Propofols mit beispielsweise 50 mg/kg Ko¨rpergewicht verwendet [83]. Eini-
ge Arbeitsgruppen verwendeten die gleiche Dosis wie in unserem Versuch, dabei erfolgte
die Gabe allerdings intraventrikula¨r [84]. Wieder andere Gruppen untersuchten ebenfalls
eine a¨hnliche Dosis bei intraveno¨ser Gabe [81], sodass eine neuroprotektive Eigenschaft
letztlich nicht ausgeschlossen werden kann. Unsere Tieranzahl war zu gering und inho-
mogen in Bezug auf die Propofolgabe, sodass sich keine direkte Korrelationen herleiten
ließ. Weiterhin kam Propofol auch in den Vorversuchen zum Einsatz, in denen reprodu-
zierbar ein histologischen Schaden nachweisbar war. An Hand von Einzelbetrachtungen
sind die Testergebnisse der Tiere mit einer hohen Propofolgabe im Vergleich nicht durch-
weg besser und jene ohne Propofolgabe nicht schlechter. Zwei der Tiere mit der ho¨chsten
Propofolgabe geho¨ren zu jenen, die einen histologisch Schaden aufweisen. In Anbetracht
der Tatsachen erkla¨rt die Propofolgabe den nicht durchweg nachweisbaren statistisch si-
gnifikanten Unterschied zwischen Ischa¨mie- und Kontrollgruppe ho¨chstens unzureichend.
5.2 Verhaltenstests
Der Fokus des vorliegenden Ischa¨miemodells lag auf der Erfassung von funktionellen Lang-
zeitscha¨den, da diese Defizite beim Menschen ursa¨chlich fu¨r Arbeitsunfa¨higkeit und Pro-
blemen bei der selbststa¨ndigen Versorgung im Alltag sind. Ein Problem von Verhaltens-
tests liegt in der hohen Varianz. Die niedrige Anzahl und die große Varianz in den Werten
der Kontrolltiere erschwerte in dieser Studie das Auffinden statistisch signifikanter Unter-
schiede.
Ein weiterer entscheidender Punkt liegt in der zeitlichen Festlegung der Verhaltens-
tests. So haben Untersuchungen gezeigt, dass zerebrale Ischa¨mie eine vermehrte Neuroge-
nese in der Subventrikularzone und in der Subgranularzone des Gyrus dentatus zur Folge
hat [13]. U¨bereinstimmend mit diesen Ergebnissen fu¨hrte die Arbeitsgruppe um Bendel
mehrere aufeinander aufbauende Studien durch. Sie wiesen nach, dass 14 Tage nach einer
durch einen Zwei-Gefa¨ß-Verschluss verursachten zerebralen Ischa¨mie deutliche kognitive
Scha¨den funktionell abbildbar sind. Dabei war die Neuronenanzahl in der CA1-Region des
Hippokampus deutlich vermindet. Nach 90 Tagen hatten sich neue Neurone gebildet, wel-
che auch zu einer funktionellen Verbesserung fu¨hrten. Die pra¨operative Neuronenanzahl
wurde dabei jedoch bei weitem nicht erreicht. Die kognitive Verbesserung hielt im weiteren
Verlauf an, wa¨hrend einige der neu gebildeten Neurone 250 Tage nach der Ischa¨mie wie-
der degeneriert waren. Es zeigte sich lediglich im Wasserlabyrinth noch eine verla¨ngerte
Schwimmstrecke bei a¨hnlicher Aufenthaltsdauer in der Zielzone und gleicher Anzahl von
no¨tigen Versuchen bis zum Erreichen des Zieles [15] [72] [73]. Auch im Gyrus dentatus
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konnte eine erho¨hte Zellproliferation nachgewiesen werden, wobei allerdings einige Zel-
len nicht zu adulten Neuronen ausreiften [74]. Wird die Zellproliferation nach Ischa¨mie
gehemmt, beispielsweise durch Bestrahlung, wird auch die Regeneration der kognitiven
Fa¨higkeiten gebremst [75].
In der vorliegenden Studie begann die Serie an Verhaltenstests im Langzeitversuch
an Tag 13 postoperativ (vgl. Abbildung 3.1). Andere Arbeitsgruppen fu¨hrten teilweise zu
fru¨heren, teilweise zu spa¨teren Zeitpunkten Verhaltenstests durch und konnten signifikante
Unterschiede zwischen einer Ischa¨mie- und einer Kontrollgruppe nachweisen [64] [85] [86]
[87]. Der gewa¨hlte Beginn der Tests sollte daher prinzipiell die Erfassung von funktionellen
Unterschieden ermo¨glichen. Es bedarf allerdings weiterer Forschung, in welchem zeitlichen
Rahmen eine kognitive Regeneration bzw. Verbesserung zu erreichen ist und inwieweit
diese langfristig stabil bleibt.
Nach einer ischa¨mischen zerebralen Scha¨digung wird der Patient so schnell wie
mo¨glich durch Physiotherapie, Ergotherapie und gegebenenfalls Logopa¨die unterstu¨tzt.
Diesem Prinzip liegt die Erfahrung zu Grunde, dass sich durch gezielte U¨bungen die mo-
torischen, sensorischen und kognitiven Fa¨higkeiten teilweise verbessern lassen. Es stellt
sich daher die Frage, ob die beobachtete funktionelle Verbesserung durch die Beu¨bung
in verschiedenen Verhaltenstests bei den Ratten eingetreten ist. Obwohl dieser Effekt
hinla¨nglich bekannt ist, finden sich in der Literatur nur wenige Studien, welche ihn ex-
plizit bei Tieren nach Globalischa¨mie untersuchen. Anregende Umgebung in Ka¨figen und
leichtes ko¨rperliches Training scheinen aber einen deutlich positiven Effekt auf die Funk-
tionalita¨t zu haben. Der Untergang von Neuronen aufgrund der zerebralen Ischa¨mie la¨sst
sich hingegen nicht beeinflussen [88] [89]. Gegen diese Theorie spricht allerdings die in-
konstante Leistung einzelner Tiere in den unterschiedlichen Tests der vorliegenden Studie,
sodass die o. g. Faktoren von inhomogener Kontrollgruppe und Neurogenese den gro¨ßeren
Einfluss gehabt haben werden.
5.2.1 LadderRung
Im LadderRung-Test zeigten die Ischa¨mietiere gegenu¨ber den Kontrolltieren im zweiten
Durchlauf eine statistisch signifikant bessere Leistung (vgl. Abbildung 4.13). Erwartet
wurde eine maximal leichte motorische Beeintra¨chtigung der Ischa¨mietiere oder kein Un-
terschied zwischen Ischa¨mie- und Kontrollgruppe, da der motorische Kortex nicht als
eine fu¨r eine zerebrale Ischa¨mie besonders vulnerabele Hirnregionen gilt. Auch die Ka-
theterisierung und anschließende Unterbindung der A. und V. femoralis im Rahmen der
intraoperative U¨berwachung fu¨hrte in den Vorversuchen zu keiner wesentlichen Beein-
tra¨chtigung. Andere Arbeitsgruppen beschrieben ebenfalls kein motorisches Defizit [15]
[72]. Das im Vergleich zu Voruntersuchungen unerwartete Ergebnis la¨sst sich durch die
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sehr schlechte und im Verlauf weiter verschlechterte Leistung der Kontrolltiere teilweise
erkla¨ren. Dabei zeigten die Ischa¨mietiere im Verlauf also keine besonders gute Leistung,
sondern die Kontrolltiere ein ungewo¨hnlich schlechte. Wichtig erscheint die Kla¨rung der
Frage, was zu der weiteren Verschlechterung der Kontrolltiere fu¨hrte. Es konnte eine leich-
te Korrelation der AUC des MAP wa¨hrend des Verschlusses der Aa. carotides communes
mit der Anzahl der Fehler festgestellt werden. Aus dieser unerwarteten Beobachtung er-
gibt sich eine zweite Frage: Warum erreichen die Tiere mit dem niedrigsten Blutdruck
wa¨hrend des Karotidenverschlusses die besten Ergebnisse?
Plamondon et al. beschrieben, dass Ischa¨mietiere weniger Angst im Elevated-Plus-
Maze zeigten als Kontrolltiere [86]. Wenn die Ischa¨mietiere weniger a¨ngstlich sind, ko¨nnte
ihre verminderte Vorsicht zu einem gro¨ßeren Lernerfolg fu¨hren, was eine Verbesserung die-
ser zur Folge ha¨tte. Da die Kontrolletiere durch ihre Angst eingeschra¨nkt wa¨ren, wu¨rden
sie sich auch im Verlauf weiter verschlechtern. Das ko¨nnte die Korrelation mit der AUC
des MAP erkla¨ren. Je kleiner diese AUC, desto gro¨ßer war die Ischa¨mie, desto geringer
ist die A¨ngstlichkeit und desto gro¨ßer damit die Chance auf ein gutes Ergebnis. Dhooper
et al. hingegegen beschrieben bis 115 Tage nach Herzstillstand eine gro¨ßere A¨ngstlichkeit
der Ischa¨mietiere [49]. Laut einer spa¨teren Arbeit von Milot und Plamondon verliert sich
die erst versta¨rkte und spa¨ter verminderte A¨ngstlichkeit im Elevated-Plus-Maze ab dem
15. postoperativen Tag [90]. Auf Grundlage dieser Ergebnisse wa¨re ein statistisch signi-
fikanter Unterschied am ersten Untersuchungstag, also Tag 13 postoperativ, zu erwarten
gewesen.
In Anbetracht der noch unklaren Studienlage in Bezug auf den Einfluss der Ischa¨mie
auf die A¨ngstlichkeit, liegt die Erkla¨rung mo¨glicherweise bei der schon beschriebenen Neu-
roregeneration. Etwa zwei Wochen postoperativ hatte auch die Arbeitsgruppe um Bendel
eine Verbesserung der funktionellen Defizite durch Neurogenese beobachtet. Mo¨glicherweise
erkla¨rt dies die Verbesserung der Ischa¨mietiere im Verlauf. Wie schon in Kapitel 5.1 aus-
gefu¨hrt, sind die interindividuellen Unterschiede der Tiere von großer Bedeutung, sodass
eine homogenere Kontrollgruppe ein aussagekra¨ftigeres Ergebnis gezeigt ha¨tte.
5.2.2 Open-Field-Test
Trotz der U¨berlegenheit der Ischa¨mietiere beim LadderRung ließ sich im Open-Field-Test
eine Steigerung der Aktivita¨t nach Ischa¨mie statistisch maximal als Trend nachweisen
(vgl. Abbildung 4.14). Von Tag 14 zu Tag 15 sank die Gesamtaktivita¨t ab. An Tag 50
korrelierte die Aktivita¨t mit dem mittleren arteriellen Blutdruck wa¨hrend des Verschlusses
der Aa. carotides communes. Dabei zeigte sich die Aktivita¨t umso geringer, je tiefer der
Blutdruck gesenkt worden war.
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In der Literatur sind verschiedene Publikationen zu finden, die wie Jarrard et al.
beobachteten, dass Ratten ohne Hippokampus besonders nachts aktiver sind als Kon-
trolltiere [91]. Andere Arbeitsgruppen zeigen allerdings, dass ischa¨miegescha¨digte Tiere
eine verminderte Aktivita¨t aufweisen. Milot et al. beobachteten, dass die Aktivita¨t von
Ischa¨mietieren unmittelbar nach Vier-Gefa¨ß-Verschluss vermindert ist, anschließend die
der Kontrolltiere u¨bersteigt und sich etwa an Tag 30 postoperativ wieder im Normalbe-
reich einpegelt [90].
Bei der sehr uneinheitlichen Datenlage ist zu vermuten, dass die Tiere an Tag 15
den Aufbau von Tag 14 wiedererkannten. Damit wa¨re es zu der prinzipiell beabsichtigten
Gewo¨hnung mit damit verbundener geringerer Aktivita¨t gekommen. Da an Tag 50 und 51
die Streuung der Aktivita¨t der Tiere sowohl in der Ischa¨mie- als auch in der Kontrollgruppe
sehr groß war, sollten die Ergebnisse zuna¨chst in weiteren Studien u¨berpru¨ft werden.
5.2.3 Object-Recognition-Test
Der Object-Recognition-Test zeigte im ersten Durchlauf an Tag 16 ein eingeschra¨nktes Er-
innerungsvermo¨gen der Ischa¨mietiere im Gegensatz zu den Tieren der Kontrollgruppe (vgl.
Abbildung 4.15). Die Unterschiede zwischen den Gruppen sind somit auf die Hirnischa¨mie
und nicht auf die Operation allgemein wie, z. B. im LadderRung, zuru¨ckzufu¨hren. Da
bei einer zerebraler Ischa¨mie die CA1-Zellen des Hippokampus am empfindlichsten rea-
gieren, liegt es nahe, dass nach der Operation das Erinnerungsvermo¨gen beeintra¨chtigt
ist. Allerdings scheint dies nur auf eine kurze Zeit nach der Operation zuzutreffen, da
beim zweiten Durchlauf an Tag 52 postoperativ kein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen den Gruppen nachweisbar war. Dafu¨r gibt es zwei mo¨gliche Erkla¨rungen: Zum
einen ko¨nnte der ausgelo¨ste Ischa¨mieschaden nur kurzfristig bestehen. Durch die schon
ausgefu¨hrten Umbauvorga¨nge und Neubahnungen sind die Tiere mo¨glicherweise in der
Lage, funktionierende Kompensationsmechanismen aufzubauen, um den Test zu absolvie-
ren. Dafu¨r spricht auch die Beobachtung der Arbeitsgruppe Hartman et al., die an Tag 70
nach zehnminu¨tigem Zwei-Gefa¨ß-Verschluss mit Hypotension (MAP 37-42 mmHg) trotz
signifikanter Reduktion der Neurone in der CA1-Region nachgewiesen mit der Kresylvio-
lettfa¨rbung im Object-Recognition-Test ebenfalls keinen Unterschied zwischen Ischa¨mie-
und Kontrolltieren gesehen haben. Dafu¨r zeigte sich bei der Arbeitsgruppe ein signifikan-
ter Unterschied im Radial-Arm-Maze [64]. Die Arbeitsgruppen, welche Unterschiede im
Erinnerungsvermo¨gen mit Hilfe dieses Tests gefunden haben, setzten ihn in den ersten
fu¨nf bis neun Tagen nach der Operation ein [66] [92]. Dies entspricht der These der Neu-
rogenese mit Verbesserung der kognitiven Fa¨higkeiten nach zwei Wochen postoperativ
[15] [72] [73].
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Andererseits besteht alternativ zu einer Kompensation des Schadens durch Plasti-
zita¨t die Mo¨glichkeit, dass die Ratten sich zur Zeit des zweiten Versuchs an die Objekte
erinnerten. Hierfu¨r spricht, dass der Quotient der Kontrolltiere sich der 1 na¨hert, der
Quotient der Ischa¨mietiere ohne große A¨nderung bei nahezu 1 bleibt. Das bedeutet, dass
alle Tiere in etwa gleich viel Zeit auf die Erkundung beider Objekte verwendeten. Fu¨r
eine bessere Aussage wa¨re es gegebenenfalls sinnvoll, in weiteren Studien den zweiten
Durchgang des Object-Recognition-Test mit zwei neuen Objekten durchzufu¨hren.
Ein prinzipieller Einwand gegen den Object-Recognition-Test ist die Tatsache, dass
Ratten vom Stamm Sprague Dawley Albinos sind und ihnen somit ein eingeschra¨nktes
visuelles Wahrnehmungsvermo¨gen nachgesagt wird. Zumal gezeigt werden konnte, dass
auch in einem Object-Recognition-Test ohne Beru¨hrungsmo¨glichkeit Unterschiede zwi-
schen verschiedenen Gruppen nachweisbar waren. Dabei wurde ein Netzwerk zwischen
dem medialen Temporallappen, dem perirhinalen Kortex und dem Hippokampus iden-
tifiziert, welches mit der Erkundung neuer Objekte assoziiert war [93]. Wie bereits in
Kapitel 5.1 diskutiert, lassen sich auch auf visuellen Informationen basierte Tests mit
Albinos ada¨quat durchfu¨hren.
Das Testprinzip beruht laut McTighe et al. darauf, dass die Tiere eine falsche Erin-
nerung an das erkundete Objekt generieren und so das bekannte Objekt als etwas Neu-
es erscheint [94]. Mo¨glicherweise hat die Pra¨sentation beider Objekte dennoch zu einer
bleibenden Erinnerung gefu¨hrt. Wahrscheinlich ereignet sich die Generierung anscheinend
falscher Erinnerungen nur unmittelbar nach der Scha¨digung. Zusammen mit den Erkennt-
nissen zur Neurogenese und funktioneller Verbesserung in der Arbeitsgruppe um Bendel,
erscheint dies der Hauptgrund fu¨r die nicht nachweisbare Scha¨digung im zweiten Durch-
gang zu sein. Der Test ist somit gut fu¨r den Nachweis kurzzeitiger funktioneller Scha¨den
nach einer zerebralen Ischa¨mie geeignet.
5.2.4 Radial-Arm-Maze
Eine Bedingung fu¨r ein aussagekra¨ftiges Ergebnis des Radial-Arm-Maze ist die Reduktion
des Ko¨rpergewichtes der Tiere. Bewa¨hrt hat sich eine Dia¨t auf 85 % [39] [64] [68]. Solch
eine Gewichtsreduktion beeintra¨chtigt die Leistung der Tiere nicht negativ. Auch die Re-
generation nach dem Eingriff ist durch den ausreichenden Abstand zur Operation in der
vorliegenden Studie nicht gefa¨hrdet. Roberge et al. fanden heraus, dass eine Gewichtsre-
duktion um 50 % die Geda¨chtnisleistung der Tiere sogar erho¨hte [85]. Dabei wurde jedoch
nicht untersucht, in wieweit andere Tests beeinflusst werden. Im vorliegenden Versuch wa-
ren alle Tests nacheinander geplant. Die einzige Zeit, in welcher die Dia¨t eine Auswirkung
auf andere Tests gehabt haben ko¨nnte, wa¨re die Zeit der Nachbeobachtung gewesen. Dies
ha¨tte bei einigen Tieren den zweiten Durchgang des LadderRung, Open-Field-Tests und
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des Object-Recognition-Tests betroffen. Da auch andere Arbeitsgruppen den Radial-Arm-
Maze mit weiteren Tests kombinierten, ohne einen unmittelbaren Einfluss zu beschreiben,
war keine wesentliche Beeinflussung zu erwarten.
Als ein bisher nicht beschriebenes Problem stellte sich die Verweigerung der Tiere
zur Testteilnahme heraus. In den Vorversuchen war es nur ganz vereinzelt dazu gekommen.
Im Gegensatz dazu hatte sich im Open-Field-Test wie auch im LadderRung weder eine
verminderte Aktivita¨t noch eine erho¨hte A¨ngstlichkeit oder motorische Einschra¨nkungen
der Ischa¨mietiere gezeigt. Somit ist diese Verweigerung nicht zu erkla¨ren.
Im Radial-Arm-Maze konnte weder in der Anzahl der Fehler pro Tag, noch im
Vergleich der Kurven der Ratten, die das Ziel noch nicht erreicht haben, ein statistisch
signifikanter Unterschied festgestellt werden (vgl. Abbildung 4.16). Allerdings zeigte sich
ein Trend zu Gunsten der Kontrolltiere. Eine Schwa¨che des Tests bestand mo¨glicherweise
im Ablauf. Das Labyrinth wurde erst nach dem Gesamtdurchlauf eines Tieres gereinigt.
Damit bestand fu¨r ein einzelnes Tier die Mo¨glichkeit, eine Duftspur zur Orientierung zu
hinterlassen. Da eine Sa¨uberung nach jedem Gangeintritt ablauftechnisch nicht mo¨glich
ist, sollte auf eine Reinigung gegebenenfalls vollsta¨ndig verzichtet werden. Eine selektive
Sa¨uberung der Ga¨nge von Kot und Urin fu¨hrt ebenfalls zu einer Vera¨nderung und unter-
bindet eine Geruchsorientierung nicht vollsta¨ndig. Andererseits erkla¨rt die Reinigung nicht
den fehlenden Nachweis eines funktionellen Schadens, da auch in anderen Arbeitsgruppen
die Reinigung auf die gleiche Art durchgefu¨hrt wird [85].
Ein weiterer Diskussionspunkt ist die Auswertungsmethode. Wa¨hrend sich in der
vorliegenden Studie an der Arbeitsgruppe um Hartmann orientiert wurde [64], lassen sich
als weitere Methode auch die Anzahl der Fehler miteinander vergleichen [66]. Da die
Tiere nach Erreichen des festgesetzten Zieles nicht weiter getestet wurden, konnte kein
Vergleich der Fehleranzahl u¨ber die gesamte Zeit des Vesuches durchgefu¨hrt werden. Es
wa¨re jedoch von Interesse, die beiden Auswertungsmethoden miteinander zu vergleichen,
um die Methode mit der ho¨heren Sensitivita¨t zu eruieren.
Im Vergleich der durchschnittlichen Anzahl der Tage bis zum Erreichen des Zieles
ließ sich eine Tendenz zu Gunsten der Kontrolltiere feststellen. Bei Hartmann et al. fand
sich auch mit Testbeginn am postoperativen Tag 77 ein signifikanter Unterschied zwischen
den Gruppen [64]. Auch diese Arbeitsgruppe hatte das Zwei-Gefa¨ß-Verschluss-Modell mit
Hypotension (MAP 37-42 mmHg) durch Ha¨morrhagie mit einer Ischa¨miezeit von zehn
Minuten angewandt. Allerdings nutzte die Arbeitsgruppe den Rattenstamm Long-Evans.
Dies fu¨hrt wieder zu der bereits ero¨rterten Frage nach dem optimalen Rattenstamm (vgl.
Kapitel 5.1). In der Nachuntersuchung 14 Tage nach dem letzten Durchgang der einzelnen
Tiere gab es einen Trend zugunsten der Kontrolltiere. Dies wu¨rde mit der Beobachtung aus
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der Literatur u¨bereinstimmen, dass Ratten mit Scha¨digung des Hippokampus ra¨umliche
Informationen schneller vergessen, als Tiere ohne Scha¨digung [91].
Olton und Samuelson konnten mit Hilfe verschiedener Aufgaben im Radial-Arm-
Maze zeigen, dass Ratten prinzipiell ein beeindruckendes Erinnerungsvermo¨gen fu¨r ra¨umliche
Informationen haben [39]. Wurde eine ra¨umliche Aufgabe, wie beispielsweise im Radial-
Arm-Maze, schon vor der Scha¨digung trainiert, scheinen die Tiere auch nach einer Scha¨digung
auf die gespeicherten Informationen zuru¨ckgreifen zu ko¨nnen. Damit ergeben sich Hinwei-
se auf eine Speicherung der Informationen in einer anderen Gehirnregion. Ratten ohne
Hippokampus scheinen ra¨umliche Informationen dagegen schneller zu vergessen als an-
dere Informationen, was ein Hinweis darauf wa¨re, dass eine Aufgabe des Hippokampus
in der Verarbeitung von ra¨umlichen Informationen liegt [91]. Diese Verschlechterung im
ra¨umlichen Erinnerungsvermo¨gen la¨sst sich u. a. mit Labyrinthen aufzeigen. So beein-
tra¨chtigen Scha¨den im Hippokampus das Auffinden einer Plattform in einem Becken mit
undurchsichtiger Flu¨ssigkeit beim Morrison-Water-Maze [40]. Untersuchungen an Ratten
nach einer gezielten und isolierten Ausschaltung des Hippokampus zeigten eine starke Be-
eintra¨chtigung des Lernens und Anwendens von ra¨umlichen Informationen. Andererseits
konnten Aufgaben anhand von Hinweisen ohne Einschra¨nkungen bewa¨ltigt werden. Diese
Tatsachen erschweren die Differenzierung, welcher Test welche Unterfunktion und welchen
Mechanismus exakt abbildet.
Die Arbeitsgruppe um Jarrard fand heraus, dass Tiere nach der alleinigen Zersto¨rung
des Hippokampus Aufgaben mit Hinweisen sehr gut lo¨sen konnten, Aufgaben, die rein
auf ra¨umlichen Informationen beruhen, dagegen nicht so gut [91]. Damit ko¨nnten die
Symbole Radial-Arm-Maze der vorliegenden Studie dazu gefu¨hrt haben, dass die Tiere
sich mit Hilfe ihres Arbeitsgeda¨chtnisses orientieren konnten, auch wenn die Erinnerung
fu¨r ra¨umliche Vorstellungen beeintra¨chtigt wurde. Der Morrison-Water-Maze stu¨tzt sich
verha¨ltnisma¨ßig mehr auf die ra¨umliche Vorstellung als auf Hinweise und wird von eini-
gen Autoren daru¨ber hinaus als geeigneter betrachtet, um einen ischa¨mischen Schaden
im Hippokampus nachzuweisen. Es gibt Abwandlungen des Radial-Arm-Maze, in dem
nur fu¨nf der acht Arme mit Belohnungen versehen werden. Ein Eintritt in einen schon
besuchten Gang gilt weiterhin als Fehler, aber als Fehler des Arbeitsgeda¨chtnisses. Ein
Eintritt in einen Gang ohne Belohnung wird als Reference-memory-Fehler gewertet. Da
allerdings verschiedene Arbeitsgruppen das Radial-Arm-Maze nach zerebraler Ischa¨mie
einsetzen und kognitive Defizite nachweisen ko¨nnen, muss die Frage, welcher Test der
geeignetste wa¨re, weiterhin offen bleiben.
Es werden somit in verschiedenen Verhaltenstest unterschiedliche Aspekte des Ler-
nens abgebildet und es ist kaum mo¨glich, aus dem Ergebnis eines Verhaltenstests das
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eines anderen abzuleiten. Trotzdem ist dies ein Beginn zur Erforschung des Zusammen-
spiels verschiedener Hirnfunktionen [35].
5.3 Histologische Untersuchung
Nach zerebraler Ischa¨mie zeigen sich unterschiedliche neuronale Scha¨digungsmuster in
Abha¨ngigkeit von der Vulnerabilita¨t der einzelnen Hirnregion und dem Ischa¨miemodell.
Das Zwei-Gefa¨ß-Verschluss-Modell erzeugt schon nach relativ kurzer Ischa¨miedauer
einen Zelluntergang im Hippokamus. Der Hippokampus besteht aus dem Cornu ammonis,
dem Gyrus dentatus und dem Subiculum. Im Cornu ammonis werden bei der Ratte drei
Regionen, CA1, CA2 und CA3, unterschieden. Die CA1-Region gilt als der vulnerabelste
Bereich nach einer zerebralen Globalischa¨mie. Wird die Ischa¨mie versta¨rkt, ko¨nnen auch
andere Regionen des Hippokampus, wie CA3, der Gyrus dentatus, der Neokortex oder
der Thalamus betroffen sein. In den Studien wird das Auftreten von Ischa¨miescha¨den im
Striatum, Kleinhirn und Hirnstamm uneinheitlich beschrieben [28] [29] [30].
Beim Vier-Gefa¨ß-Verschluss-Modell wird ebenfalls der Hippokampus im Bereich von
CA1 und CA3 sowie der Neokortex besonders in den Schichten III, V und VI durch die
Ischa¨mie gescha¨digt. Ebenfalls betroffen zeigen sich die kleinen bis mittelgroßen Neurone
des Nucleus caudatus im Striatum, aber auch der Thalamus, das Kleinhirn, das subcallo-
sale Band im Septum und der Plexus choroideus. Am empfindlichsten auf den Sauerstoff-
mangel reagierte wiederum die CA1-Region bzw. paramediane Region des Hippokampus
mit Scha¨digungen nach 24 - 72 Stunden. Im Striatum waren bereits nach drei Stunden die
ersten untergegangenen Neurone zu finden. Im Neokortex traten erste Scha¨den ebenfalls
nach wenigen Stunden auf. Es erfolgte eine langsame Zunahme der neuronalen Scha¨digung
bis 72 Stunden nach Reperfusion. Fu¨r Scha¨den im Neokortex war allerdings eine schwere
Ischa¨mie von 30 Minuten notwendig [67].
Das Zwei-Gefa¨ß-Verschluss-Modell und das Vier-Gefa¨ß-Verschluss-Modell verursa-
chen somit einen vergleichenbaren zerebralen Schaden mit Schwerpunkt auf der CA1-
Region des Hippokampus und dem Neokortex. Unterschiede im Scha¨digungsmuster der
zwei Modelle finden sich in den Purkinje-Fasern im Kleinhirn und im Hirnstamm [53].
Nach Herz-Kreislaufstillstand durch Asphyxie konnten Katz et al. in Vorversuchen
zeigen, dass besonders der Kortex, das Striatum, der Hippokampus, der Nucleus reticularis
lateralis des Thalamus und das Cerebellum empfindlich auf einen Sauerstoffmangel rea-
gieren. 72 Stunden nach der Ischa¨mie war im Gegensatz zu den Globalischa¨miemodellen
durch Gefa¨ßverschluss und Hypotension das Kleinhirn immer gescha¨digt. Der histologi-
sche Schaden korrelierte mit einer Verschlechterung in der Neurologischen Defizitskala.
Auch in diesem Modell reagierte die CA1-Region besonders empfindlich auf die Ischa¨mie,
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was sich in einer Scha¨digung von 52 % der Neurone dieser Region zeigte [25]. Eine wei-
tere Arbeitsgruppe beobachtete einen noch sta¨rkeren Schaden von etwas mehr als 60 %
in der CA1-Region [18]. Sadowski et al. fanden bei ihren Untersuchungen ein a¨hnliches
Scha¨digungsmuster. Drei Tage nach der Operation war die CA1-Region der Ischa¨mietiere
um 18 % geschrumpft und enthielt 27 % weniger Neurone als die gleiche Region der Kon-
trolltiere. In den anderen Regionen des Hippokamus ließ sich eine leichte Gro¨ßenzunahme
feststellen, welche durch ein O¨dem verursacht wurde. 14 Tage nach der Operation war in
der Pyramidenzellschicht aller Hippokampusregionen außer der CA2-Region eine Atrophie
sichtbar. CA3 war um 17 % geschrumpft und enthielt 36 % weniger Neurone. Im Gyrus
dentatus ließ sich ein Neuronenverlust von 40 % beobachten. Die CA1-Region schrumpfte
um 39 % und verlor noch einmal 31 % der verbliebenen Neurone, sodass insgesamt 58 %
der Neurone untergegangen waren. Bei weiteren Beobachtungen nach einem Monat und
einem Jahr zeigten sich keine weiteren Vera¨nderungen in der Gro¨ße und Neuronenanzahl
[23].
Auch nach einem Herz-Kreislauf-Stillstand durch Kammerflimmern reagiert die CA1-
Region am empfindlichsten auf den Sauerstoffmangel. Die Scha¨den sind ab Tag drei nach
der Ischa¨mie durch DNA-Fragmentierung zu identifizieren und steigen bis wenigstens Tag
sieben an [50].
In der vorliegenden histologischen Untersuchung konnte bei 4 der 15 Ischa¨mietiere
eine Reduktion der Neurone in der CA1-Region nachgewiesen werden (vgl. Abbildung
4.17), welche jedoch nicht mit den funktionellen Scha¨den korrelierte. Zudem wurden in
drei der 15 Ischa¨mietiere und bei den Kurzzeittieren Lakunen entdeckt, welche dem Er-
gebnis von Pulsinelli et al. entsprechen (vgl. Abbildung 4.18). Dort waren bei 7 von 84
Tieren nach Vier-Gefa¨ß-Verschluss zehn Infarkte unilateral im Neokortex, in der Sub-
stantia nigra und im Thalamus sowie bilateral im Hippokampus gefunden worden [67].
Die Herkunft der Infarkte wird in der Publikation nicht diskutiert. Einen Hinweis darauf
geben die weiteren Befunde. Eine Hochregulierung von GFAP ist ein Zeichen von aktivier-
ten Astrozyten, Iba1 gilt als Merkmal aktivierter Mikroglia. Die Lakunen stellten somit
ho¨chstwahrscheinlich Residuen multipler Mikroinfarkte dar. Im Unterschied zu dem Vor-
versuch, fu¨r den keine histologischen Daten vorliegen, konnte bei keinem der Tiere, bei
welchen Lakunen nachgewiesen wurden, klinisch eine Halbseitensymptomatik festgestellt
werden. Das Beschreiben in der Literatur, die Halbseitenla¨hmung in den Vorversuchen
sowie das Auftreten der Lakunen sowohl in den Langzeit- als auch in den Kurzzeittieren
scheint ein Hinweis darauf zu sein, dass Infarkte eine ernst zu nehmende Komplikation im
Zwei-Gefa¨ß-Verschluss-Modell sind. Die Tatsache, dass das Auftreten der Lakunen und die
Aktivierung von Mikroglia und Astrozyten ausschließlich in Geweben der Ischa¨mietiere
zu finden sind, sprach fu¨r einen ischa¨miespezifischen Schaden und nicht fu¨r eine allgemei-
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ne Nebenwirkung der Operation. In der vorliegenden Studie war keine Korrelation zwi-
schen den Verhaltenstests und dem Auftreten der Lakunen zu erkennen (vgl. Abbildung
4.19). Trotzdem sollte bei der Auswertung dieser Form der Globalischa¨mie in Betracht
gezogen werden, dass mo¨gliche funktionelle Scha¨digungen durch die Infarkte ausgelo¨st
werden ko¨nnten. Die Ursache der Infarkte waren ho¨chstwahrscheinlich Thromben, wel-
che sich mo¨glicherweise durch die Gefa¨ßmanipulation oder die Blutstase bei Hypotension
und Bradykardie gebildet haben. Trotz der Bedeutung eines sicheren Verschlusses der
Aa. carotides communes sollte eine schonende Operationsmethode bevorzugt werden, um
eine Verletzung der Gefa¨ßwand und eine dadurch ausgelo¨ste nachtra¨gliche Thrombusbil-
dung mo¨glichst zu vermeiden. Sollten weitere Hinweise auf die Blutstase als auslo¨senden
Mechanismus zu finden sein, mu¨sste mo¨glicherweise eine Heparinisierung trotz aller daraus
entstehenden Nachteile erwogen werden.
Nach den eindeutigen Ergebnissen der Vorversuche waren die Ergebnisse im Lang-
zeitversuch unerwartet gering. Daraufhin wurde ein Kurzzeitversuch zur weiterfu¨hrenden
histologischen Untersuchung durchgefu¨hrt. Dabei ließen sich eindeutige neuronale Scha¨-
digungen in der CA1-Region des Hippokampus nachweisen (vgl. Abbildungen 4.20 und
4.21), wie auch die bereits ausfu¨hrlich beschriebenen Lakunen (vgl. Abbildungen 4.22 und
4.23). Diese Ergebnisse weisen nach, dass sich keine wesentliche Vera¨nderung in der Histo-
logie gegenu¨ber den Vorversuchen ergeben haben. Allerdings ließ sich ein weiterer Aspekt
darstellen: Aktivierte Astrozyten wie auch Mikroglia weisen auf die bereits beschriebene
Entzu¨ndungsreaktion mit Endothelaktivierung hin (vgl. Abbildung 4.21 und Abbildung
4.23). Der scha¨digende und potentiell auch protektive Einfluss der Inflammation nach Re-
perfusion ist noch Gegenstand aktueller Forschung. Dies wurde in der vorliegenden Arbeit
zugunsten der histologischen Charakterisierung nicht weiter untersucht.
A¨hnlich wie im beschriebenen Versuch, konnten auch Jaspers et al. keinen ada¨quaten
histologischen Schaden finden, wiesen andererseits aber nach einem Zwei-Gefa¨ß-Verschluss
einen funktionellen Schaden im Morrison-Water-Maze nach [87]. Eine Mo¨glichkeit fehlen-
de Scha¨den zu erkla¨ren, wa¨re eine ausreichende Plastizita¨t der Gehirne der Tiere zur
Kompensation des Schadens in der CA1-Region. Swadowski et al. untersuchten die Neu-
ronenanzahl und Hippokampusgro¨ße in Ratten verschiedenen Alters [23]. In einja¨hrigen
Ratten wurde eine kleinere Hippokampusgro¨ße und damit eine signifikante Zunahme der
Zelldichte gezeigt. Dabei blieb die absolute Zellanzahl unvera¨ndert. Lernprozesse beruhen
allerdings nicht auf der Zunahme von Zellen, sondern auf der Zunahme von Zellinteraktio-
nen, sodass die Theorie auch in Anbetracht der Studienergebnisse nicht verworfen werden
kann.
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Die Auswertung der Histologie erfolgte rein qualitativ. Es la¨sst sich somit nicht
ausschließen, dass bei einer quantitativen Auswertung oder auf mikrostruktureller Ebene
weitere Scha¨den nachweisbar sind.
5.4 Ausblick
In der hier vorgelegten Studie gelang es, nach Globalischa¨mie mittels Zwei-Gefa¨ß-Ver-
schluss und arterieller Hypotonie einen kurzfristigen funktionellen Schaden nachzuweisen.
Histologisch konnte dabei eine ada¨quate Scha¨digung teilweise dargestellt werden. Mit den
vorliegenden Ergebnissen la¨sst sich nicht eindeutig kla¨ren, warum die Defizite in dieser
Studie nicht so klar darstellbar waren, wie es nach den Vorversuchen zu erwarten war.
Ein Nachteil liegt in der, retrospektiv gesehen, zu kleinen und unvorhersehbar inhomoge-
nen Kontrollgruppe. Die Gruppengro¨ße war aufgrund der erwartbar ho¨heren Letalita¨t der
Ischa¨mietiere gewa¨hlt worden. Da nun nachgewiesen wurde, dass die Letalita¨t vergleichs-
weise gering ist, sollte in nachfolgenden Studien das Verha¨ltnis von Ischa¨mie- zu Kontroll-
tieren deutlich zugunsten der Kontrollgruppe angepasst werden. Zusa¨tzlich ko¨nnte eine
umfangreiche Parameterstudie zur Eruierung der idealen Ischa¨miezeit zwischen 10 und 12
Minuten mit einer angepassten arteriellen Hypotonie erfolgen.
In der vorliegenden Form ist das erarbeitete Tiermodell fu¨r die Untersuchung von
Kurzzeitscha¨den geeignet. Das Modell fu¨r zerebrale Globalischa¨mie in Ratten la¨sst sich
verha¨ltnisma¨ßig leicht und reproduzierbar praktizieren und kann daher fu¨r weitere Un-
tersuchungen empfohlen werden. Es fu¨hrt zudem zu einer vergleichsweise niedrigen Le-
talita¨t und zu einer ausreichenden Erholung der Tiere fu¨r eine funktionelle Testung. Als
Surrogatparameter fu¨r die kurzfristige funktionelle Darstellung von ischa¨misch bedingten
zerebralen Scha¨den eignet sich der Object-Recognition-Test. La¨ngerfristig lassen sich die
Scha¨den mutmaßlich gut mit dem Radial-Arm-Maze nachweisen.
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Unser selbststa¨ndiges Leben verdanken wir den a¨ußerst komplexen Funktionen unse-
res Gehirns. Durch selbst kurzzeitige zerebrale Ischa¨mie ko¨nnen erhebliche Scha¨digungen
entstehen, fu¨r welche es aktuell kaum Therapieoptionen gibt. Dies fu¨hrt zu einer deutli-
chen Einschra¨nkung der Lebenserwartung, Selbststa¨ndigkeit und Selbstbestimmtheit der
betroffenen Patienten. In einzelnen Studien fu¨hrte die Behandlung mit Stammzellen zu ei-
ner Besserung der kognitiven Fa¨higkeiten. Das Ziel der vorliegenden Arbeit besteht erstens
in der Etablierung eines Modells fu¨r zerebrale Globalischa¨mie in Ratten. Zweitens sollen
Surrogatparameter erarbeitet werden, die den durch die Ischa¨mie verursachten neuronalen
Schaden langfristig und auch funktional darstellen. Anhand eines solchen Modells ko¨nnen
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die pathophysiologischen Mechanismen der zerebralen Globalischa¨mie weiter untersucht
und neue Therapieoptionen entwickelt werden.
In Vorversuchen zeigte sich, dass sich das initial angestrebte Tiermodell der Glo-
balischa¨mie ausgelo¨st durch Kammerflimmern mit Reanimation trotz fachkundiger Un-
terstu¨tzung nicht umsetzen ließ. So wurde das Zwei-Gefa¨ß-Verschlussmodell mit arterieller
Hypotonie gewa¨hlt. Gegenu¨ber anderen Modellen zeichnet es sich durch seine systemi-
sche Wirkung ohne zusa¨tzliche unerwu¨nschte, z.B. kardiale, Organscha¨den, und einen
u¨berschaubaren Operationsaufwand aus. Dabei werden die Aa. carotides communes tem-
pora¨r verschlossen und zeitgleich der Blutdruck abgesenkt.
In Anlehnung an Literaturstudien wurde der Zielwert des mittleren arteriellen Drucks
auf kleiner 40 mmHg, der optimale Bereich auf 30 bis 35 mmHg festgelegt. Fu¨r einen
reproduzierbaren neurologischen Schaden erwies sich ein stabiler Blutdruckverlauf und
das Vermeiden bzw. Reduzieren von Herzrhyhtmussto¨rungen als essentieller als die Aus-
pra¨gung der arteriellen Hypotonie. Die Blutdrucksenkung erfolgte mittels hochdosiertem
Isofluran, Ebrantil und bedarfsweise Propofol. Nach Wiederero¨ffnung der Aa. carotides
communes wurde die Isoflurangabe beendet und der Anstieg des Blutdrucks durch eine
bedarfsweise Gabe von Noradrenalin unterstu¨tzt.
Zudem wurde die optimale Ischa¨miezeit eruiert. Nachdem die Tiere nach einer
Ischa¨miezeit von 15 und 12 Minuten vorzeitig verstarben, konnten nach einer Verschluss-
zeit der Aa. carotides communes von 10 Minuten degenerierte Neurone in der ischa¨mie-
empfindlichen CA1-Region des Hippokampus mittels Fluoro-Jade-C-Fa¨rbung reproduzier-
bar nachgewiesen werden. Als optimale Gefa¨ßverschlussmethode stellte sich eine Kombi-
nation aus Gefa¨ßklemme und Arterienhochzug heraus.
Weiterhin stellte sich die Frage nach optimalen Kontrolltieren. Entgegen vorherigen
Annahmen zeigten sich sowohl nach ausschließlichem Verschluss der Aa. carotides com-
munes als auch nach alleiniger Blutdrucksenkung degenerierte Neurone. Somit erfolgte
bei den Kontrolltieren weder eine Blutdrucksenkung noch ein Verschluss der Gefa¨ße.
Aufgrund der aus den Vorversuchen zu erwartenden Letalita¨t der Ischa¨mietiere wur-
den insgesamt 24 Tiere bestimmt. Dabei lag das Verha¨ltnis von Ischa¨mietieren zu Kon-
trolltieren bei zwei zu eins. Zudem war zu erwarten, dass sich eine Gruppe von Tieren ohne
zerebrale Scha¨digung deutlich homogener verhalten wu¨rde als eine Gruppe von Tieren mit
einem zerebralen ischa¨mischen Schaden. Zur Optimierung der Arbeitsabla¨ufe erfolgte die
Versuchsdurchfu¨hrung in zwei Gruppen zu je 12 Tieren.
Zwei Ratten entwickelten nach der Operation Symptome eines epileptiformen Ereig-
nisses und mussten geto¨tet werden. Ein weiteres Tier zeigte spontane Blutdruckschwan-
kungen zwischen 50 und 100 mmHg und wurde daraufhin aus der Wertung ausgeschlossen.
Damit verblieben von den urspru¨nglich 24 Tieren 21 in der Studie, das entspricht einer
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Gesamtletalita¨t von 12,5 %. Von diesen geho¨rten sechs in die Kontrollgruppe und 15 in
die Ischa¨miegruppe. Intraoperativ gelang es bei 86,7 % (13 von 15) der Ischa¨mietiere
den MAP innerhalb von wenigen Sekunden unter 35 mmHg zu senken und auf diesem
niedrigen Level stabil zu halten. Wa¨hrend der Operation traten bei 57 % der Tiere Herz-
rhythmussto¨rungen auf. Dies betraf 73 % der Ischa¨mietiere und 16,7 % der Kontrolltiere.
Somit la¨sst sich der erste Teil der Aufgabenstellung als erfu¨llt betrachten: Es wurde
ein Modell fu¨r zerebrale Globalischa¨mie in Ratten erarbeitet, welches sich reproduzierbar
und verha¨ltnisma¨ßig leicht praktizieren la¨sst. Zudem fu¨hrt es zu einer vergleichsweise
niedrigen Letalita¨t und zu einer ausreichenden Erholung der Tiere fu¨r eine funktionelle
Testung.
Zur Kla¨rung des zweiten Teils der Aufgabenstellung, dem funktionellen und langfris-
tigen Nachweis des ischa¨misch bedingten Schadens, wurden in Anlehnung an die Literatur
sowohl neue Tests etabliert als auch bereits in der Arbeitsgruppe vorhandene genutzt.
Nach einer ausreichenden postoperativen Erholungsphase erfolgten zeitlich gestaffelt fol-
gende Tests: LadderRung, Open-Field-Test, Object-Recognition-Test und Radial-Arm-
Maze.
Abbildung 5.1: Ablaufschema der Verhaltenstests: LR - LadderRung, G - Eingewo¨hnung, BL -
Baseline (Ausgangslinie), OP - Zwei-Gefa¨ß-Verschluss mit Hypotension, OF - Open-Field-Test,
OR - Object-Recognition-Test, RAM - Radial-Arm-Maze, P - To¨tung und Perfusion.
Eine Sto¨rung der Geda¨chtnisfunktion gegenu¨ber den Kontrolltieren konnte bei den
Ischa¨mietieren am 16. postoperativen Tag im Object-Recognition-Test statistisch signifi-
kant nachgewiesen werden. Im Radial-Arm-Maze wurde das Ziel, an vier aufeinanderfol-
genden Tagen maximal einen Fehler zu begehen, von den Ischa¨mietieren durchschnittlich
9,78 Tage nach Beginn des Versuches erreicht. Die Kontrolltiere beno¨tigten durchschnitt-
lich 7,5 Tage. Der Unterschied zwischen den Zeitspannen ist zwar statistisch nicht signi-
fikant, zeigen aber einen Trend zu Gunsten der Kontrolltiere. 14 Tage nach Erreichen
des Zieles erfolgte ein erneuter Testdurchlauf. In der Auswertung der durchschnittlichen
Fehleranzahl an diesem Nachbeobachtungstag zeigte sich ebenfalls ein Trend zugunsten
der Kontrollgruppe (p = 0,084). Als Surrogatparameter fu¨r die funktionelle Darstellung
von ischa¨misch bedingten zerebralen Scha¨den eignet sich somit kurzfristig der Object-
Recognition-Test. La¨ngerfristig lassen sich die Scha¨den mutmaßlich gut mit dem Radial-
Arm-Maze nachweisen.
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Histologisch zeigten allerdings nur 26,7 % der Ischa¨mietiere 62 Tage nach dem Ver-
schluss der Aa. carotides communes mit Hypotension eine Verminderung der Neurone
in der CA1-Region des Hippokampus. Sehr auffa¨llig war das Auftreten von lakuna¨ren
Infarkten im Kortex von drei Gewebeproben der Ischa¨mietiere. Trotz der beschriebenen
Ergebnisse konnte keine eindeutige Korrelation zwischen den histologischen Scha¨den und
der Blutdrucksenkung bzw. den Verhaltenstests nachgewiesen werden. Aufgrund der Dis-
krepanz zwischen den reproduzierbaren histologischen Scha¨den in den Vorversuchen und
den geringer ausgepra¨gten funktionellen Defiziten im Langzeitversuch wurde ein Kurz-
zeitversuch durchgefu¨hrt, um den Schaden histologisch zu u¨berpru¨fen und weiter zu dif-
ferenzieren. Es wurde die beschriebene Operation an sechs Tieren vorgenommen, davon
geho¨rten vier zur Ischa¨mie- und zwei zur Kontrollgruppe. Dabei zeigte sich erneut ein
deutlicher Neuronenverlust in der CA1-Region des Hippokampus. Zudem traten erneut
Lakunen im Kortex auf.
In der aktuell vorliegenden Form ist das erarbeitete Zwei-Gefa¨ß-Verschlussmodell fu¨r
die Untersuchung von Kurzzeitscha¨den mittels des Object-Recognition-Tests geeignet.
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